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Abstract
Microorganisms exhibit collective behaviors that emerge from interactions occurring
at the individual scale. In the case of high concentrated suspensions (volume fraction
> 50%) steric effects become dominant. This is the case of ram semen on which this
study focused. We first studied some hydrodynamic aspects related to the semen rheology
and rheotaxis. We show a reproducible seminal plasma power law shear-thinning behavior
from one subject to another. We have also highlighted that a chemical control can strongly
affect the rheotactic behavior of sperms in the ovine and humans. We also studied the
collective dynamics of the semen in chambers of control depth by providing clarification
on the origin and characterization of the observed turbulent behavior. Our results show
that some characteristics of two-dimensional turbulence occur (power law of the velocity
energy spectrum, the pair-particles separation law ) that we interpret as the result of a
stratification laminated flow induced by steric interactions at high concentration. Finally,
we have developed and patented a micro-fluidic system in which a spontaneous spin-up
appears. We analyzed this phenomenon and we connect it to a coherent orientation phase
transition with a Self-Organized-Hydrodynamics modeling. In addition, our results show
a good correlation between the speed and scoring of mass mobility, giving opportunities
for application of the prediction of fertility for this device.
Keywords : flagellated swimmers, active fluids, turbulence, rheology, fertility, rheotaxis.
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Resume
Les microorganismes pre´sentent des comportements collectifs qui e´mergent des inter-
actions qui se produisent a` l’e´chelle individuelle. Dans le cas des suspensions concentre´es
(fraction volumique > 50%) les effets ste´riques deviennent dominants. C’est le cas du
sperme de be´lier sur lequel cette e´tude a principalement porte´. Nous avons e´tudie´ certains
aspects hydrodynamiques lie´s a` la rhe´ologie du sperme et a` la rhe´otaxie. Nous montrons un
comportement rhe´o-fluidifiant en loi de puissance du liquide se´minal reproductible d’un in-
dividu a` l’autre. Nous avons aussi mis en e´vidence qu’un controˆle chimique peut fortement
affecter le comportement rhe´otactique des spermatozo¨ıdes chez l’ovin et chez l’homme.
Nous avons par ailleurs e´tudie´ la dynamique collective de la semence confine´e dans des
chambres d’e´paisseur controˆle´e en apportant des e´claircissements sur l’origine et la ca-
racte´risation du comportement turbulent observe´. Nos re´sultats montrent que certaines
caracte´ristiques de la turbulence bidimensionnelle se manifestent (loi de puissance du
spectre d’e´nergie des vitesses, loi de se´paration des traceurs passifs) que nous interpre´tons
comme re´sultant d’une stratification lamine´e de l’e´coulement par les interactions ste´riques
a` forte concentration. Enfin, nous avons de´veloppe´ et brevete´ un syste`me micro-fluidique
dans lequel une mise en rotation spontane´e de la semence apparaˆıt. Nous avons analyse´
ce phe´nome`ne et l’avons relie´ a` une transition de phase d’orientation cohe´rente avec une
mode´lisation de type Self-Organized-Hydrodynamics. De plus nos re´sultats montrent une
bonne corre´lation entre la vitesse de rotation et la note de mobilite´ massale, donnant des
perspectives d’applications pour la pre´diction de la fertilite´ a` ce dispositif.
Mots cle´s :nageurs flagele´s,fluides actifs, turbulence, rhe´ologie, fertilite´, rhe´otaxie .
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Chapitre 1 : Introduction ge´ne´rale
Les bancs d’oiseaux, ou de poissons sont assez e´vocateurs pour se faire une premie`re
ide´e de ce qu’on de´signe par dynamique collective. Ce terme de´signe l’e´mergence de struc-
tures collectives a` partir de l’activite´ coordonne´es de plusieurs individus dans un groupe.
Ainsi les bancs de poissons ou d’oiseaux pre´sentent des structures assez impressionnantes
comme illustre´es sur les figures 1.1 (a,b). C’est aussi un processus e´tudie´ chez les hu-
mains pre´cise´ment dans les mouvements de foules (Cf par exemple Appert-Rolland et al.
(2014)). Des comportements similaires d’e´mergence de structures collectives sont aussi
observe´s a` de plus petites e´chelles chez les micro-organismes (procaryotes et eucaryotes).
Bien que les lois qui re´gissent ces diffe´rents re´gimes ne soient pas les meˆmes, ils sont
tous regroupe´s sous le terme de syste`mes actifs. Les micro-organismes de´veloppent ainsi
des comportements collectifs leur permettant de nager plus vite collectivement qu’indi-
viduellement (Sokolov et al., 2007a; Dombrowski et al., 2004) . C’est aussi le cas des
bacte´ries et des spermatozo¨ıdes. Pour les spermatozo¨ıdes il a e´te´ montre´ que cette dy-
namique collective est corre´le´e a` la fertilite´ de la semence chez certains mammife`res, en
l’occurrence le be´lier David et al. (2015). Le seul inconve´nient de cette estimation de la
fertilite´ par la dynamique collective provient du fait qu’elle est subjective. En effet, c’est
l’observation au microscope de la turbidite´ sur le bord d’une goutte de sperme qui est
note´e par un ope´rateur. Cette note appele´e Motilite´ Massale (MM) est donne´e sur la base
de la de´finition de Herman (Herman et al., 1947). Trouver des crite`res quantitatifs pour
corre´ler la fertilite´ a` la dynamique collective et de´velopper un outil capable d’automatiser
l’estimation de la fertilite´ est l’objectif principal du projet MOTIMO (Motility Imaging
and Modeling) dans lequel a e´te´ mene´e cette the`se.
(a) (b)
Figure 1.1 – (a) Banc de poissons (b) Banc d’oiseaux.
1.1 Etat de l'art
1.1.1 Dynamique individuelle
Les e´chelles caracte´ristiques spatiales et temporelles de la nage du spermatozo¨ıde ovin
et humain sont telles que les effets inertiels du fluide sont ne´gligeables. Ces effets sont
quantifie´s a` l’aide du nombre de Reynolds Re qui est le rapport entre le produit d’une
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1.1 E´tat de l’art
longueur caracte´ristique L, une vitesse caracte´ristique U et la viscosite´ cine´matique du
fluide , ν, c’est a` dire Re = LU/ν. Ce Reynolds est ne´gligeable (Re 1) dans la nage des
spermatozo¨ıdes car les effets visqueux sont plus importants. Les e´quations de´crivant cet
e´coulement sont ceux de Stokes si on fait l’hypothe`se que le fluide environnant le nageur
est Newtonien
 rp+ µr2u = 0, r.u = 0, x 2 Ω (1.1)
ou` µ est la viscosite´ dynamique, p la pression, u est la vitesse dans le domaine exte´rieur
au nageur avec la condition aux limites donnant u = U pour x sur l’enveloppe du nageur.
U e´tant la condition aux limites de vitesse du nageur imposant ainsi une condition de
non glissement.
L’analyse de la nage du spermatozo¨ıde a une longue histoire. Partant des premiers
travaux de Taylor (1951) sur la propagation des ondes planes sur une fibre infinie a` de
faibles et constantes amplitudes au de´veloppement de la Resistive Force Theory (RFT)
par (Gray and Hancock, 1955). La RFT, meˆme si elle permet de faire des pre´dictions
remarquables a rencontre´ des limites surtout dans la prise en compte du corps du nageur.
Ce qui a amene´ au de´veloppement de la the´orie des corps allonge´s ou Slender Body Theory
(SBT) initie´e par (Hancock, 1953) et de´veloppe´ en de´tail par (Lighthill, 1976). Nous
pre´sentons rapidement ces deux the´ories qui sont des approximations hydrodynamiques a`
bas nombre de Reynolds.
1.1.2 Resistive Force Theory (RFT)
Conside´rant un flagelle mince, qui se meut avec un mouvement prescrit, si la force
qu’il exerce sur le fluide est en moyenne non nulle, il aura une propulsion nette et nagera
ainsi. Mais si en plus il est attache´ a` une teˆte inactive, le couple teˆte-flagelle nagera mais
a` une vitesse re´duite par rapport a` celle de la nage du seul flagelle. Une approximation
inte´ressante pour mode´liser ce proble`me a e´te´ introduite par (Gray and Hancock, 1955)
connue sous le nom de “Resistive Force Theory” (RFT). L’ide´e est que le mouvement
ondulatoire du flagelle produisant un rayon de courbure plus important que son diame`tre,
la force que le flagelle exerce sur le fluide en une position curviligne s est proportionnelle
a` la vitesse au point correspondant sur l’axe central du flagelle. On assimile donc chaque
e´le´ment du flagelle δs a` un e´le´ment de cylindre qui exerce une force e´le´mentaire δF qu’on
peut de´composer dans les directions normale δFN et tangentielle δFT . Les de´compositions
δFN et δFT sont respectivement proportionnelles aux vitesses normales vN et tangentielles
vT via les coefficients de re´sistance normale CN et tangentiel CT .
δF = CNvNδs n + CTvT δs t (1.2)
ou` n et t repre´sentent les vecteurs unitaires normale et tangentiel sur un e´le´ment de
flagelle δs. Les coefficients de re´sistance normale CN et tangentielle CT sont bien entendu
proportionnels a` la viscosite´ du fluide. Il est a` noter que la pertinence et l’inte´reˆt de la
RFT pour la mode´lisation flagellaire a e´te´ teste´e, et valide´e expe´rimentalement (Friedrich
et al., 2010). Il est inte´ressant de noter que la pre´diction de la RFT sur la vitesse de
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nage d’un spermatozo¨ıde dans un fluide visco-e´lastique et propulse´ par le battement d’un
flagelle soumis a` une onde de propagation s = b sin(kx wt) d’apre`s (Fulford et al., 1998)
figure 1.2 est inde´pendante de la viscosite´ dynamique du fluide. En effet d’apre`s (Fulford
et al., 1998), la vitesse de propulsion du spermatozo¨ıde est un couplage d’un mouvement
de translation a` une vitesse U(t) et d’oscillation v˜(s, t). Cette vitesse est inde´pendante de
la viscosite´ dynamique du fluide et s’e´crit :
v(s, t) = U(t)i + v˜(s, t) (1.3)
ou` v˜(s,t) est la vitesse relative d’un point mate´riel du flagelle par rapport a` son repe`re
local. La vitesse de translation U(t) s’obtient a` partir de la de´composition dans l’espace
de Fourier de l’e´quation d’e´quilibre entre la force de traine´e sur la teˆte et la force nette
que le flagelle exerce sur le fluide (Fulford et al., 1998) ; elle est donc inde´pendante de la
viscosite´ dynamique du fluide.
Figure 1.2
Ce re´sultat peut paraitre paradoxal a` premie`re vue, dans la mesure ou` le fluide frotte
sur la teˆte du nageur, et que celui-ci devrait a priori eˆtre plus ralenti dans un fluide plus
visqueux. Mais cet argument oubli deux points simples et fondamentaux des e´coulements
a` bas nombre de Reynolds. D’une part, meˆme si la force de frottement de la teˆte est
proportionnelle a` la viscosite´, la force de propulsion est elle aussi proportionnelle a` celle-
ci aux travers des coefficients CN et CT de l’e´quation 1.2. Comme d’autre part la somme
des forces (et des couples) s’annulent sur un corps isole´ a` bas nombre de Reynolds, on
peut alors comprendre que la vitesse de nage re´sultant de l’e´galite´ entre deux forces toutes
deux proportionnelles a` la viscosite´ n’en de´pendra pas.
A notre connaissance, meˆme si il y a des arguments the´oriques (forts) pour de´fendre
les autres approches the´oriques de´crites ci-dessous dans l’analyse du battement flagellaire,
une comparaison et/ou un test de ces dernie`res vis-a`-vis de donne´es expe´rimentales n’a
pas e´te´ documente´ a` ce jour.
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1.1.3 Slender Body Theory (SBT) et modeles discrets
The slender body theory (SBT)
C’est une the´orie qui s’applique pour des corps allonge´s ayant un fort rapport d’aspect
(la longueur tre`s grande devant le diame`tre de la section circulaire ou ellipso¨ıdale). Elle
prend aussi en compte les interactions hydrodynamiques de longue porte´e ce que la RFT
ne permettait pas de faire. Cette the´orie fournit des solutions asymptotiques aux corps
allonge´s dans un fluide visqueux permettant de relier la vitesse de ce corps aux forces
applique´es sur l’axe central du corps conside´re´ comme un ensemble de stokeslets.
Diffe´rentes versions de la SBT ont e´te´ propose´es depuis la premie`re version de Hancock
(1953). (Lighthill, 1975) et (Keller and Rubinow, 1976b) ont propose´ un mode`le utilisant
une distribution de dipoˆles. Par contre (Johnson and Brokaw, 1979) un mode`le base´ sur
la solution exacte de Wu autour d’un corps sphe´ro¨ıdal qui sera ame´liore´ plus tard dans
(Johnson, 1980) par la prise en compte des singularite´s d’ordre supe´rieure du bout du
flagelle. Cette formulation de la SBT a connu de nombreuses applications notamment
dans la biologie.
Il existe plusieurs variantes de SBT tre`s bien de´veloppe´es par(Tuck and Stokes, 2012).
Modeles de billes discretes
Il existe des alternatives a` la SBT base´es sur une discre´tisation des cils ou des flagelles
par des mode`les de billes (bead models) en interactions hydrodynamiques. Ces alternatives
proposent une me´thode a` la fois simple a` mettre en œuvre et capable de couvrir une vaste
zoologie de formes (Swan et al., 2011). Les mode`les de billes ont par exemple e´te´ utilise´s
pour de´crire des nageurs flagelle´s (Gauger and Stark, 2006). Re´cemment une nouvelle
formulation des contraintes (plus ge´ne´rale et robuste) associe´e a` un bead model permettant
de simuler la nage flagelle´e a e´te´ de´veloppe´e et valide´e sur diffe´rentes configurations de
nage artificielle par Delmotte et al. (2015).
Il est a` noter que chacun de ces mode`les est de´veloppe´ avec un nageur ide´alise´ sur
l’hypothe`se que le fluide environnant du spermatozo¨ıde est Newtonien, ce qui n’est pas
force´ment le cas in vivo. Le spermatozo¨ıde e´volue in vivo dans un environnement complexe
de mucus non-Newtonien et visco-e´lastique. Pour s’approcher un peu du caracte`re non-
Newtonien, (Fulford et al., 1998) propose un mode`le de RFT pour un spermatozo¨ıde dont
la teˆte est solidaire du flagelle lequel a une prescription de battement de faible amplitude
e´voluant dans un mode`le de fluide visco-e´lastique line´aire. Ce mode`le de´crit la re´ponse
visco-e´lastique par une viscosite´ qui de´pend de la fre´quence dans l’espace de Fourier.
Chaque e´le´ment de flagelle e´tant re´solu dans le domaine spectral re´ve´lant la diminution
de l’activite´ du nageur avec l’augmentation en e´lasticite´ du fluide. Teran et al. (2010) a
propose´ un mode`le de filament de taille finie dans un fluide visco-e´lastique (Oldroyd-B)
avec une approche nume´rique de corps immerge´. Dans ce cas ils ont mis en e´vidence que
la visco-e´lasticite´ du fluide (a` des nombres de De´borah De=1) peut en fait augmenter la
vitesse et l’efficacite´ d’un simple nageur se propageant a` une certaine longueur d’onde ce
qu’on peut lire aussi dans (Smith et al., 2009). Ces nageurs sont classe´s en deux cate´gories
diffe´rentes suivant leur nage : les “pullers” et les “pushers”.
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Pushers and pullers
On distingue les “pushers” qui poussent le fluide derrie`re eux par le mouvement du
flagelle et vers l’avant avec tout leur corps qui aspirent le fluide sur leurs coˆte´s (figure 1.3
(b)) ce qu’on peut comparer aux ondulations que font les nageurs. La seconde cate´gorie
celle des “pullers” est celle de ceux qui tractent le fluides vers eux (figure 1.3 (a)) a` l’avant
comme a` l’arrie`re repoussant le fluide sur les coˆte´s a` l’image d’une brasse. Les deux types
de nage impliquent l’exercice de diffe´rentes forces sur l’environnement du liquide. Les
pushers (E. Coli, Baccilus subtilus) sont connus pour diminuer la viscosite´ effective de
la suspension avec la concentration (Sokolov and Aranson, 2009; Gachelin et al., 2013;
Lo´pez-Pe´rez and Pe´rez-Clariget, 2012) tandis que les pullers l’augmentent (Rafa¨ı et al.,
2010). Autre crite`re qui les discrimine est l’e´mergence d’un e´tat isotrope. En effet d’apre`s
(Saintillan and Shelley, 2011), les pullers favorisent moins l’e´mergence d’un e´tat isotrope
que les pushers.
Figure 1.3 – (a), (b) Respectivement repre´sentation sche´matique du stresslet que les
deux types de nageurs “puller” et “pusher” exercent sur le fluide et le champ de vitesse
lointain relative a` la nage Ishikawa (2009).
Ces deux types de nageurs ont une caracte´ristique commune qui est celle de la remonte´e
de l’e´coulement qu’on de´signe par la rhe´otaxie (Kiyoshi and Clapham, 2012; Kantsler
et al., 2013). C’est un me´canisme qui est plus favorise´ par la pre´sence des parois. Elle vient
s’ajouter aux hypothe`ses de chimiotaxie et thermotaxie (Bahat et al., 2003; Sun et al.,
2005) qui expliquent comment le spermatozod¨e va a` la rencontre de l’ovule. Dans notre
cas, le sperme de be´lier est un “pusher” dont la dynamique collective fait apparaˆıtre des
structures turbulentes a` des vitesses plus importantes telles que pre´ce´demment rapporte´
(Sokolov et al., 2007a; Dombrowski et al., 2004).
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1.1.4 Dynamique collective
Les cultures de colonies de bacte´ries pre´sentent souvent des structures assez complexes.
Cette organisation en colonie est une fac¸on propre aux bacte´ries (E.Coli et B.subtilis) de
mieux lutter contre les substances anti-bacte´riennes Costerton et al. (1995); Wimpenny
et al. (1993).
Et d’apre`s (Copeland and Weibel, 2009) la communication entre bacte´ries a` l’e´chelle
individuelle est un facteur tre`s important dans l’e´mergence de ces structures collectives.
L’e´vocation de ces structures cohe´rentes dans les suspensions de bacte´ries a e´te´ rapporte´e
pour la premie`re fois par Kessler and Wojciechowski (1997); Kessler and Hill (1997) et
plus tard par (Mendelson et al., 1999). En effet ils ont observe´ des volutes et des jets dans
des suspensions de B. Subtilis (figure 1.4). Ces derniers ont des e´chelles largement au
dela` de l’e´chelle individuelle mais aussi plus petite que l’e´chelle du syste`me (Dombrowski
et al., 2004; Sokolov et al., 2007a). Ce dernier a e´te´ le premier a` corre´ler l’e´mergence des
structures cohe´rentes a` la concentration. (Sokolov et al., 2007a) ont mis en e´vidence que
l’augmentation de la concentration favorise plus les phe´nome`nes d’alignement qui par la
suite font e´merger des structures a` grandes e´chelles. Graˆce a` une expe´rimentation avec
un bon controˆle de l’e´paisseur du film (tre`s fine e´vitant le gradient de concentration en
oxyge`ne) de bacte´ries ils ont releve´ que la chimiotaxie ne joue pas de roˆle significatif
dans l’e´mergence des structures collectives contrairement a` (Keller and Segel, 1971). La
transition de phase intervient graˆce aux diffe´rentes fluctuations (de densite´s, d’orientations
etc) dans la suspension. Prises en compte dans le mode`le de´veloppe´ par (Sokolov et al.,
2007b), elles permettent d’avoir des re´sultats en accord avec les mesures.
Ainsi d’apre`s (Deutsch et al., 2012) l’e´mergence de mouvement collectif dans les sus-
pensions actives intervient dans des syste`mes constitue´s d’individus similaires changeant
constamment d’orientation, pouvant e´voluer a` des vitesses similaires ou` ils s’orientent les
uns par rapport aux autres. Cette e´mergence intervient pour un certain nombre d’in-
dividus selon le syste`me, pouvant aller d’une douzaine ou quelque milliers (e´chelle ma-
croscopique) jusqu’a` des milliards (e´chelle microscopique) mais elle peut l’eˆtre aussi a`
des concentrations interme´diaires qu’on de´finit par e´chelle me´soscopique (Deutsch et al.,
2012). Des mode`les ont e´te´ propose´s pour comprendre cette dynamique collective allant
du tre`s simple celui de (Vicsek et al., 1995) ne prenant pas en compte les interactions hy-
drodynamiques aux mode`les continus. On peut citer parmi ces mode`les continus ceux de
(Toner and Tu, 1995; Aditi Simha and Ramaswamy, 2002) similaires a` ce qui est utilise´es
dans les cristaux liquides, celui de (Saintillan and Shelley, 2008c,b) qui est un mode`le
cine´tique et celui de (Degond and Motsch, 2008; Degond et al., 2014a) prenant en compte
les effets d’alignement ou de re´pulsion. De tous ces mode`les le consensus qui e´merge est que
les interactions hydrodynamiques sont suffisantes pour voir e´merger des comportements
collectifs bien que certains (Sambelashvili et al., 2007) pensent que seules les interactions
ste´riques en sont a` l’origine. Ainsi le passage de la nage individuelle a` l’e´mergence de
comportement collectif ne´cessite une importante concentration ou fraction volumique de
nageurs et les interactions hydrodynamiques ou ste´riques. Tous ces me´canismes sont a`
prendre en compte dans le comportement collectif qui est observe´ dans la semence de
be´lier (figure 1.7). Mais dans cette the`se (MOTIMO) nous nous sommes plus inte´resse´s a`
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Figure 1.4 – Suspension de B. Subtilis observe´e au microscope en contraste de phase la
bar d’e´chelle repre´sente 100µm (Mendelson et al., 1999). Les re´gions nume´rote´es sont les
re´gions e´tudie´es.
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la manifestation et a` l’exploitation de cette dynamique collective plutoˆt qu’a` son origine
que nous pensons eˆtre un couplage des interactions hydrodynamiques et ste´riques.
1.2 Le projet MOTIMO
Le projet a de´marre´ en 2012 et rassemble des chercheurs de plusieurs horizons a` savoir
des biologistes, des me´caniciens des fluides, des mathe´maticiens, le groupe IMV, leader
mondial de l’inse´mination artificielle, des informaticiens et ceux qui font du traitement du
signal. Le projet est une collaboration entre plusieurs laboratoires comple´mentaires : l’Ins-
titut National de Recherche en Agronomie (INRA) de Tours, l’Institut de Mathe´matiques
de Toulouse (IMT), le Laboratoire d’Informatique, Signaux et Syste`mes de Sophia Anti-
polis (I3S), l’Institut de Me´canique des Fluides de Toulouse (IMFT) au sein duquel ma
the`se a e´te´ mene´e et le leader mondial de l’inse´mination artificielle IMV technologies.
Stochastic and
Continuum Model:
IMT.
MOTIMO
Microscope Data:
IMFT, INRA, I3S.
MOTIMO
Deterministic Model:
IMFT.
MOTIMO + SpermaFlow
Laws and empirical
parameters Parameter
CalibrationResultsComparison
Experimental
validations IMV
MOTIMO
Correlate fertility to  
 collective motion 
Figure 1.5 – Repre´sentation sche´matique des activite´s des diffe´rents groupes dans le
projet MOTIMO.
1.2.1 Estimation de la fertilite dans les centres d'insemination
ovine : motilie massale (MM)
L’objectivation des parame`tres de nage individuelle a e´te´ une des voies de l’analyse
quantitative de la semence poursuivie depuis trente ans. Le perfectionnement des syste`mes
Computer-Assisted Sperm Analysis commune´ment appele´s CASA (figure 1.6) (comme
ceux de´veloppe´s par la socie´te´ Hamilton) a permis de mesurer en routine en quelque mi-
nutes des parame`tres comme la vitesse curviligne (VCL), la vitesse de nage en ligne droite
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(VSL), l’amplitude late´rale de de´placement de la teˆte (ALH), le pourcentage de sperma-
tozo¨ıdes motiles et progressifs pour plusieurs centaines d’individus par un couplage entre
mesure optique avec un microscope, post-traitement d’images automatique, de´tection et
suivi des individus.
Figure 1.6 – Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA), appareil servant a` mesurer
les parame`tres de nage individuelle des spermatozo¨ıdes.
Cependant, cette objectivation poursuivait bien entendu un but plus ambitieux : la
pre´diction de la fertilite´ de la semence. Avec le recul, force est de constater que cette
pre´diction n’a pas convaincu les praticiens des centres d’inse´mination.
Plus en amont dans les centres de pre´le`vement, dans le processus de se´lection des
semences qui serviront dans la pre´paration des paillettes d’inse´mination on utilise tra-
ditionnellement un autre crite`re. Il est base´ sur la dynamique des vagues qui re´sulte du
mouvement collectif de nage des spermatozo¨ıdes figure 1.7. La dynamique de rotation
de ces structures appele´es volutes est subjectivement note´e par un ope´rateur juste par
observation en se basant sur la de´finition de Herman (Herman et al., 1947). On donne a`
la semence une note appele´e motilite´ massale (MM) entre 1 et 5. La plus mauvaise note
est 1 mais de´ja` en dec¸a d’une MM de 3 les semences ne sont pas prises en compte.
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Figure 1.7 – Bord de goutte d’une semence de be´lier sur une lamelle observe´ avec une
microscope en contraste de phase monte´ sur une came´ra. Le bord de goutte montre des
structures noires appele´es volutes dont la dynamique de rotation est utilise´e pour noter
la qualite´ de la semence.
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1.2.2 Choix de la semence ovine
Dans le cadre du projet MOTIMO le choix de travailler sur la semence de be´lier est
duˆ a` plusieurs motivations principales :
– Le sperme de be´lier est un mode`le e´tudie´ par l’INRA depuis vingt ans. Sa fraction
volumique est tre`s importante et proche de celle que l’on trouve chez le bovin. Bien que
les enjeux industriels (en particulier ceux d’IMV) soient majoritairement concentre´s dans
le domaine bovin, l’application translationnelle des concepts, me´thodes et outils que nous
avons de´veloppe´s dans le cadre de ce projet peut eˆtre envisage´e directement chez le bovin.
– Les biologistes de l’INRA associe´s au projet MOTIMO, sont spe´cialistes de la biologie
de la reproduction. Ils ont une expertise pousse´e du mode`le de semence be´lier tant du
point de vue, compositionnel, structurel, et fonctionnel.
– L’existence d’un centre Inse´mination Ovine (CRIOPYC 1) a` quelques kilome`tres de
Toulouse, sur le site Langlade, qui a permis de disposer de semence pour nos expe´rimentations.
– Dans la semence de be´lier la dynamique collective produit des vagues importantes
(figure 1.7) qui sont utilise´es pour la notation de la qualite´ de la semence. Cette expe´rience
des centres d’inse´mination est pre´cieuse dans l’application et la validation de me´thodes
alternatives d’estimation de la fertilite´. Chez le bovin, il y a peu de centres qui ont cette
expe´rience.
– Enfin dans un cadre plus ge´ne´ral, on peut noter que l’originalite´ de ce mode`le de
suspension active ou` l’on a de tre`s fortes concentrations ou fractions volumiques des
cellules actives, est rarement pre´sent dans la plupart des autres e´tudes publie´es dans
le domaine des suspensions actives. De plus certains effets supple´mentaires comme le
mouvement de tumbling que l’on trouve chez Baccilus Subtilis (Mendelson et al., 1999;
Dombrowski et al., 2004; Sokolov et al., 2007a; Cisneros et al., 2007, 2011; Wensink et al.,
2012; Dunkel et al., 2013b) sont absents dans notre cas ce qui permet une simplification
de la compre´hension des me´canismes.
1.2.3 Problematique de la fertilite
Comprendre la nage du spermatozo¨ıde est tre`s important parce que dans le cas des
mammife`res, l’analyse de la fe´condite´ est un enjeu industriel important dans la se´lection
des semences pour l’e´levage. Pour faire simple, un pre´le`vement conduit, s’il est se´lectionne´
a` 400 paillettes, c’est a` dire, potentiellement, 400 inse´minations. Le couˆt d’une inse´smination
est tre`s supe´rieur a` celui du pre´le`vement. Donc, la se´lection des “bons” e´chantillons est
cruciale. C’est une motivation applicative de cette e´tude.
Mais l’estimation de la fertilite´ de la semence comporte aussi un volet chez l’homme
que nous pouvons brie`vement de´velopper ici.
Chez l’homme il a e´te´ de´crit par (Boivin et al., 2007) qu’approximativement 9% des
couples a` travers le monde ont des proble`mes de fertilite´. Ce qui est plus surprenant
(Barratt et al., 2009) est que l’infertilite´ masculine compte pour au moins 50% de ces cas
d’infertilite´ de couples. Ceci e´tant, l’infertilite´ d’un homme sur vingt est due a` la pre´sence
dans l’e´jaculat de spermatozo¨ıdes ne pre´sentant pas les fonctions “normales” de fertilite´.
1. Centre Regional Insemination Ovine Pyrenees Centrales
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Ce qui est une importante proportion de la population mondiale compare´e a` d’autres
maladies. L’infertilite´ masculine est donc un important proble`me d’ordre mondial et, plus
inquie´tant, les rapports sugge`rent que sa pre´valence est en augmentation chaque anne´e.
Malheureusement, aucun traitement n’est disponible pour traiter le dysfonctionnement
du spermatozo¨ıde sauf pour ceux qui simplement permettent de rapprocher le sperme plus
pre`s de l’ovocyte. Malgre´ les affirmations d’un certain nombre d’auteurs, il n’y a aucun
me´dicament, qu’un homme puisse prendre pour ame´liorer la fonction du spermatozo¨ıde.
En revanche, des e´tudes plus re´centes sugge`rent que ni les parame`tres du mouvement
individuel ni les marqueurs mole´culaires ne peuvent eˆtre clairement corre´le´s a` la fertilite´
a` ce jour (Kastelic and Thundathil, 2008; Natali and Turek, 2011).
1.3 Plan de la these
Le manuscrit est divise´ en quatre chapitres dans lesquels nous reportons les re´sultats
sur les aspects individuels et collectifs de la nage des spermatozo¨ıdes.
Dans le Chapitre 1, nous e´tudions les variations de comportement fonctionnels de
nage individuelles avec ou sans traitement chimique. Nous mettons en e´vidence dans la
semence humaine et ovine, que la capacite´ de nage a` contre-courant peut eˆtre chimique-
ment alte´re´e. Nous effectuons une e´tude comparative d’e´chantillons traite´s et non traite´
au Beta-MercaptoEthanol (BME) sur la remonte´e d’e´coulement a` diffe´rentes distances de
la paroi. Pour cette e´tude nous avons utilise´ une nouvelle technique de cisaillement de la
suspension couple´e a` de l’imagerie directe et du tracking.
Le chapitre 2 e´tudie en de´tail le caracte`re turbulent de l’e´coulement qui re´sulte de
la dynamique collective dans la semence fraiche de be´lier. Il vise a` mieux caracte´riser la
mobilite´ massale en confinant la semence dans des enceintes de profondeurs controˆle´e. La
dynamique des volutes est e´tudie´e par diffe´rentes analyses comple´mentaires et conduit a`
une image cohe´rentes de la turbidite´ observe´e.
Le chapitre 3 rapporte comment la dynamique collective peut aussi eˆtre utilise´e pour
induire un mouvement collectif simple et non plus turbulent et complexe. Pour cela nous
avons de´veloppe´ un syste`me micro-fluidique simple constitue´s d’enceintes annulaires dans
lesquelles une vitesse de rotation d’ensemble induites par la dynamique collective des na-
geurs est observe´e aux fortes concentrations. Nous avons e´tudie´ en de´tail ce phe´nome`ne,
et la collaboration avec l’e´quipe de mathe´maticiens de MOTIMO nous a permis de com-
parer nos observations a` des pre´dictions the´oriques sur la transition de phase observe´e.
Nous avons aussi corre´le´ la vitesse de rotation avec la motilite´ massale (MM).
En cherchant a` corre´ler la vitesse de rotation dans les anneaux a` la MM, nous avons
observe´ des comportements assez exotiques qui nous ont amene´ a` nous interroger sur la
rhe´ologie de la suspension. Nous avons donc fait dans le chapitre 4 une e´tude succincte
de la rhe´ologie du sperme et du plasma se´minal du be´lier.
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Rheotaxis
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De nombreuses “taxies” ont e´te´ identifie´es dans le mouvement des organismes
vivants. Ces “taxies” consistent en des orientations par rapport a` des gradients
physiques, me´caniques ou chimiques. Elles sont ge´ne´ralement associe´es a` la survie
ou la fonction des micro-organismes et correspondent a` des re´ponses physiologiques
complexes au niveau cellulaire. La rhe´otaxie (attractivite´ envers l’e´coulement du
Grec ρω s’e´couler) a e´te´ identifie´e comme un me´canisme majeur de directionalite´
de la nage chez le spermatozo¨ıde. Des expe´rimentations faites par nos collaborateurs
de l’INRA de Tours ont montre´ qu’un compose´ chimique la Beta-Mercapto-Ethanol
(BME) modifie la motilite´ massale de la semence. Si l’on pense que celle-ci est la
re´sultante des interactions hydrodynamiques et ste´riques aux petites e´chelles c’est
fort probable que la BME ait un effet sur la dynamique de nage des spermatozo¨ıdes
et donc sur leur aptitude a` remonter l’e´coulement. Dans ce chapitre nous e´tudions
l’effet de la BME sur la rhe´otaxie a` diffe´rentes distances de la paroi avec un rhe´oscope
permettant de produire un cisaillement constant .
2.1 Quelques taxies
Les micro-organismes se meuvent par diffe´rents me´canismes Rusconi and Stocker
(2015) aussi bien d’ordre sensitif que me´canique.
2.1.1 La magnetotaxie
La magne´to-taxie est le phe´nome`ne d’orientation dans un champ magne´tique. Ce
me´canisme se retrouve en ge´ne´ral chez des organismes contenant de la magne´tosome
(figure 2.2 (b) Frankel et al. (1997))
2.1.2 La gyrotaxie
Il est connu que les phytoplanctons migrent durant la journe´e vers la surface de l’eau
afin d’augmenter leur photosynthe`se et redescendent vers les fonds aquatiques au coucher
du soleil pour fuir les pre´dateurs (Durham and Stocker, 2012). Ces migrations sont favo-
rise´es par la gravitaxie qui n’est rien d’autre que l’orientation verticale par rapport a` la
gravite´ due a` un couple passif Ha¨der et al. (2009). La gyrotaxie est le re´sultat du couplage
entre la gravitaxie et un gradient vertical de vitesse Kessler (1985). Elle a e´te´ e´tudie´e chez
le Chlamydomona Reinhardtii et l’Heterosigma akashiwo (Durham et al., 2009) et est l’un
des me´canismes responsables de la formation des fines couches de phyto-planctons sur les
ceˆtes oce´aniques.
2.1.3 La Phototaxie
La phototaxie est le phe´nome`ne d’orientation de micro-organismes vis a` vis des sources
lumineuses. On la retrouve chez des micro-organismes comme la Rhodospirillum (bacte´rie
pourpre, figure 2.1(c)) et l’Euglena gracilis (figure 2.1 (d)) mais aussi chez le Chlamydo-
monas Reinhardtii (Witman (1993), figure 2.2 (a)).
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2.1.4 La thermo-taxie
La thermo-taxie Paster and Ryu (2008) qu’on trouve chez la Thermotoga maritima
(figure 2.1 (b)) est un phe´nome`ne d’orientation des microorganismes par rapport au gra-
dient de tempe´rature. Elle peut eˆtre positive (migration vers les re´gions plus chaudes)
et ne´gative (migration vers les re´gions plus froides). Chez certains micro-organismes tels
que le Caenorhabditis elegans (2.2 (c), Hedgecock and Russell (1975)), l’Escherichia Coli
(Maeda et al. (1976), figure 2.1 (a)) et le Dictyostelium discoideum (Whitaker and Poff
(1980), figure 2.2 (d)) ont peut trouver, pour la meˆme espe`ce, les deux types de ther-
motaxie. Cette dernie`re serait d’apre`s Bahat et al. (2003) le me´canisme qui permet au
spermatozo¨ıdes de migrer du site de de´poˆt au site de fertilisation. D’apre`s Bahat et al.
(2012) le spermatozo¨ıde humain de´veloppe une thermotaxie positive jusqu’a` 42◦ C mais
on ne sait pas comme pour les leucocytes polynucle´aires humains (Mizuno et al. (1992))
s’ils sont uniquement a` thermotaxie positive.
2.1.5 La chimiotaxie
La chimiotaxie est la propension de certains microorganismes a` s’orienter par rapport
a` des gradients chimiques. Ce me´canisme a e´te´ beaucoup e´tudie´ chez les spermatozo¨ıdes
de poissons (Kaupp, 2012) et de mammife`res Eisenbach and Giojalas (2006); Friedrich
and Ju¨licher (2007) et l’E. Coli (figure 2.1 (a)). Il a aussi fait l’objet de nombreuses contro-
verses pour statuer sur sa pertinence chez l’homme avant qu’un consensus ne finisse par
s’instaurer. Des e´tudes ont d’abord clairement e´tablies le roˆle pre´dominant de la chimio-
taxie dans le sperme d’oursin et d’autres espe`ces de poisson. Ce phe´nome`ne a ensuite e´te´
observe´ chez certains mamife`res. Cependant apre`s plusieurs de´ce´nies de controverses, la
chimiotaxie chez l’homme n’a pu eˆtre e´tablie que dans le voisinage imme´diat de l’ovocyte
Bahat et al. (2003). Ainsi d’apre`s Sun et al. (2005) ce dernier et les follicules ovariens
secre`tent des chimio-attractants permettant au spermatozo¨ıde de se diriger vers l’ovocyte
et de le fertiliser. Mais loin de l’ovocyte, ce me´canisme semble peu pertinent pour diriger
les spermatozo¨ıdes vers leurs cibles. En revanche un autre me´canisme semble se substituer
a` la chimiotaxie chez le spermatozo¨ıde de mammife`re : la rhe´otaxie.
Parmi ces me´canismes, la thermotaxie et la chimiotaxie ont e´te´ ceux que l’on pensait
eˆtre pre´dominants dans la migration du spermatozo¨ıde vers l’ovocyte mais ces dernie`res
anne´es un autre me´canisme semble aussi rentre´ en jeu dans le processus de fertilisation
Tung et al. (2015b) : ce me´canisme est la rhe´otaxie que nous aborderons dans la suite.
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(a)
(b)
(c) (d)
Figure 2.1 – Bacte´ries pre´sentant diffe´rentes formes de taxie. (a) l’E. Coli qui est a` la
fois chimiotactique et thermotactique, (b) le thermotactique thermotoga maritima, (c) et
(d) respectivement l’euglena gracilis et la Rhodospirillum qui sont phototactiques.
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(a)
(b)
(c)
(d)
Figure 2.2 – (a) Le gyrotactique et phototactique Chlamydomonas Reinhardtii, (b)
une bacte´rie magne´totactique qui a en son sein des particules magne´tiques appele´es
magne´tosomes, (c) la Caenorhabditis Elegans et (d) le Dictyostelium discoideum qui
pre´sentent les deux types de thermotaxie.
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2.2 Mecanismes de la rheotaxie
La rhe´otaxie a e´te´ e´tudie´e depuis plusieurs de´cennies chez les poissons Arnold (1974);
Preload and Basile (1997). C’est un me´canisme qui est aussi pre´sent chez les microor-
ganismes. La premie`re observation de la re´orientation de spermatozo¨ıdes par rapport a`
l’e´coulement a e´te´ rapporte´e par Lott (1872) et a` l’e´poque la majorite´ des e´tudes confir-
maient la remonte´e du tractus fe´minin par les spermatozo¨ıdes par la rhe´otaxie Hensen
(1876); Kraft (1890); Adolphi (1905); Feldman (1920). Mais il existait aussi a` l’e´poque
une minorite´ d’e´tudes qui explique cette remonte´e par une anti-pe´ristaltie propre au tube
ute´rin parmi lesquelles on peut citer Leuckart (1853) ; d’autre comme Parker (1931) pense
que la rhe´otaxie n’est rien d’autre qu’un artefact de laboratoire. La rhe´otaxie a trouve´
une premie`re explication hydrodynamique graˆce aux e´tudes de Bretherton and Rothschild
(1961); ROBERTS (1970) qui l’ont explique´e par l’hypothe`se selon laquelle ce phe´nome`ne
re´sulte de la combinaison d’un mouvement gravitationnel et un couple de cisaillement
re´orientant la direction de nage pre´fe´rentiellement a` contre courant. La rhe´otaxie semble
se produire proche des parois comme cela a e´te´ observe´ depuis de nombreuses anne´es
Rosengarten et al. (1988); Meng et al. (2005); Hill et al. (2007); Kantsler et al. (2014).
Deux me´canismes ont e´te´ re´cemment propose´s pour comprendre l’hydrodynamique de cet
effet : le me´canisme de paroi et le me´canisme de bulk.
2.2.1 Mecanisme de paroi
Kiyoshi and Clapham (2012); Kantsler et al. (2013), de´crivent la rhe´otaxie comme
un effet girouette : l’enveloppe conique du battement flagellaire associe´e a` l’onde de pro-
pagation he´lico¨ıdale pourrait se comporter comme une girouette qui frotte sur le fluide.
Ce frottement cre´e un couple de rotation qui fait tourner la girouette dans le plan de
l’e´coulement (sur un axe de rotation paralle`le au gradient du champ de vitesse voir figure
2.3). Au contraire, Kantsler et al. (2014) propose une explication d’interaction aux parois
lie´ a` la lubrification de la teˆte, et un couple hydrodynamique qui produit une rotation sur
un axe orthogonal a` la direction de la vitesse et de son gradient. Cette explication a e´te´
re´cemment comple´te´e par Tung et al. (2015a), en plus du fait que la rhe´otaxie intervient
en proche paroi, elle est effective chez tout micro-organisme pre´sentant une asyme´trie
entre ses parties poste´rieure et ante´rieure mais ne requiert pas force´ment une chiralite´
du flagelle du nageur. La rhe´otaxie couple´e avec les plis qui tapissent le tractus fe´minin
pourrait donc d’apre`s Tung et al. (2015b) permettre de faire une se´lection entre les sper-
matozo¨ıdes et les bacte´ries infectieuses du tractus fe´minin, le Tritrichomonas foetus en
outre, qui ne pre´sente pas cette asyme´trie.
Si la Tritrichomonas foetus semble eˆtre moins rhe´otactique d’apre`s Tung et al. (2015b)
la rhe´otaxie n’est pas propre aux corps allonge´s. Ainsi re´cemment Palacci (2015) a montre´
expe´rimentalement que des particules sphe´riques anisotropes et photosensibles encapsu-
lant de l’he´matite dans un polyme`re pre´sentent aussi une rhe´otaxie en proche paroi. Dans
ce dernier cas, en pre´sence de lumie`re, la de´composition photo-catalytique de l’he´matite
par le peroxyde d’hydroge`ne produit un mouvement de la particule.
Elle est donc attire´e vers les parois sous l’effet de la pression osmotique ainsi la traˆıne´e
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visqueuse y exerce un couple lui permettent de s’aligner contre l’e´coulement a` cause de sa
polarite´. Uspal et al. (2015) aussi a re´cemment montre´ nume´riquement que la rhe´otaxie
intervient aussi chez les particules sphe´riques autophore´tiques isotropes (particules de Ja-
nus) en proche paroi. En proche paroi et a` partir d’une orientation initiale de la particule,
l’activite´ chimique de la particule de Janus la met en rotation de fac¸on a` e´loigner sa partie
traite´e de la paroi. Mais cette activite´ est contre-balance´e par les effets de cisaillement qui
re´orientent plutoˆt cette partie de la particule vers la paroi (figure 2.5). Les meˆme re´sultats
ont e´te´ aussi obtenus avec un mode`le de squirmer. Il en re´sulte que la rhe´otaxie n’est pas
propre qu’aux corps allonge´s pre´sentant une asyme´trie entre leurs parties ante´rieure et
poste´rieure et qu’elle intervient plus en proche paroi.
(a) (b)
Figure 2.3 – (a), (b) Principe de la rhe´otaxie au niveau de la paroi selon respectivement
Kantsler et al. (2014) et Kiyoshi and Clapham (2012)
2.2.2 Mecanisme de bulk
Mais d’apre`s Marcos et al. (2012), la re´orientation par l’e´coulement peut aussi se
faire loin des parois dans le bulk de l’e´coulement par le me´canisme suivant : la chiralite´
du flagelle provoque une force de portance le long de +z (figure 2.4), cette force est
compense´e par la traˆıne´e sur le corps du nageur, produisant un couple sur celui-ci. Ce
couple re´oriente la bacte´rie, qui a par conse´quent une composante V de sa vitesse de
nage U dirige´e suivant –z ; cette vitesse V est de´finie comme la vitesse de rhe´otaxie (figure
2.4). Il est a` noter que contrairement au me´canisme de paroi, dans ce cas la re´orientation
se fait autour d’un direction normale a` celle du gradient de vitesse.
Nos observations, dans le cas du spermatozo¨ıde humain confirment que ce phe´nome`ne
est beaucoup plus pre´sent en proche paroi. Nous avons explore´ une large gamme de taux
de cisaillement a` diffe´rentes distance de la paroi. La particularite´ de ce travail est que le
cisaillement est assure´ par la rotation du coˆne de la ge´ome´trie du rhe´oscope qui assure
un gradient de vitesse homoge`ne dans le fluide. Notre e´tude se place dans ce contexte
et a pour but d’une part de quantifier l’effet dans un contexte hydrodynamique clair et
concret et d’autre part, de mettre en e´vidence l’effet du BME que nous avons mentionne´
ci-dessus. Le BME est un antioxydant modifie en effet la nage des spermatozo¨ıdes. Elle
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Figure 2.4 – Me´canisme de la rhe´otaxie loin des parois selon Marcos et al. (2012).
Figure 2.5 – Me´canisme du comportement rhe´otactique d’une particule de Janus par un
couplage des effets de gradient chimique induit par l’activite´ de la particule et les effets
de cisaillement en proche paroi. Uspal et al. (2015).
34
2.3 Etude de l’effet de la BME
se traduit de fac¸on visible au microscope par l’augmentation de l’amplitude de battement
de la teˆte selon nos observations expe´rimentales. Cette modification de l’amplitude de
battement des teˆtes qui serait due a` une possible modification du battement flagellaire
et/ou du lien entre teˆte et flagelle. Il nous a donc semble´ inte´ressant d’investiguer, en
plus des modifications intrinse`ques de la nage produites par cette mole´cule, comment un
comportement fonctionnel crucial comme la rhe´otaxie peut-eˆtre affecte´ par la pre´sence du
BME.
2.3 Etude de l'eet de la BME
2.3.1 Dispositif experimental
Pour cette e´tude statistique de la rhe´otaxie, nous avons travaille´ avec le rhe´oscope qui
est un module de caracte´risation du fluide avec en plus un syste`me de visualisation de
l’e´coulement dans l’entrefer de la ge´ome´trie (figure 2.6). Nous avons utilise´ une ge´ome´trie
coˆne-plan avec un coˆne poli en titane de 60 mm de diame`tre et 1◦ (figure 2.7 (a)) qui
laisse entre sa troncature et le plan un entrefer de 52µm. Le plan est un disque en inox
portant une fente de 16 mm par laquelle se fait la visualisation et qui est surmonte´
d’une plaque de verre (figure 2.7 (b)). Le syste`me de visualisation est compose´ d’une
came´ra Basler que nous avons adapte´ au module avec un objectif 20 et qu’on peut
trigger. Le de´placement de l’objectif est restreint aux axes x et y comme on le voit sur
la figure 2.6. Dans nos expe´rimentations nous nous sommes positionne´s a` r= 8.12mm
qui laisse un entrefer de 100 µm Comme nous l’avons vu dans le paragraphe 5.1.3, la
ge´ome´trie coˆne plan a l’avantage de maintenir assez homoge`ne le gradient de vitesse
dans l’entrefer. Dans les e´tudes expe´rimentales pre´ce´dentes Kantsler et al. (2014); Marcos
et al. (2012); Tung et al. (2015a,b); Palacci (2015), le cisaillement est produit par le profil
de Poiseuille re´sultant d’une injection uniforme (figure 2.3 (a)) dans les micro-canaux a`
section rectangulaire ou circulaire a` l’aide d’une micro-pompe a` seringue. Dans notre cas,
la suspension est soumise a` un cisaillement quasiment plan dans la feneˆtre d’acquisition
et nous avons aussi un controˆle tre`s pre´cis sur le taux de cisaillement γ˙ via le logiciel
rhe´oWin qui pilote le rhe´oscope. Le cisaillement se fait de la gauche vers la droite.
Graˆce au de´placement de l’objectif suivant l’axe (y), nous pouvons nous positionner,
le long de z, a` diffe´rentes hauteurs de la paroi supe´rieure du plan de la ge´ome´trie figure
2.9 (a,b). Meˆme avec l’objectif 20 la re´solution est insuffisante pour distinguer la forme
des spermatozo¨ıdes mais on a les informations suffisantes pour les de´tecter et suivre leur
trajectoire.
Ici nous avons travaille´ sur des spermatozo¨ıdes humains. Les e´chantillons ont e´te´ fournis
par le service d’andrologie du CHU Paule de Viguier de Toulouse graˆce a` la collaboration
avec le docteur Mieusset. Les e´chantillons recueillis le matin meˆme de la manip nous sont
fournis dilue´s dans une solution d’albumine appele´e le ”flushing medium” (FertiCultTM
). Les expe´rimentations sont mene´es une demi-heure apre`s la re´ception de l’e´chantillon le
temps de les ramener au laboratoire en les maintenant a` 15 C˚.
Les expe´rimentions sont mene´es sur deux lots. Le meˆme e´chantillon traite´ avec le
Beta MercaptoEthanol (BME) et sans le BME. Le BME est un compose´ qui d’apre`s
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Figure 2.6 – Syste`me d’acquisition monte´ sur le rhe´oscope.
(a)
(b)
Figure 2.7 – Ge´ome´trie utilise´e pour la rhe´otaxie. (a), (b) respectivement le coˆne poli
de 60 mm et 1◦ en titane et le plan en inox portant une fente de visualisation de 16 mm
qui est surmonte´ d’une plaque de verre.
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Figure 2.8 – Technique de cisaillement du fluide.
(a) (b)
Figure 2.9 – (a) Image sur la paroi supe´rieure qu’on identifie bien a` partir des rainures.
(b) A` 10 µm de la paroi supe´rieure du plan de la ge´ome´trie.
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les e´tudes mene´es par le Docteur Druart de l’INRA de Tours non seulement influence la
mobilite´ massale, mais aussi la mobilite´ individuelle mesure´e avec un CASA. L’observation
individuelle a` haute cadence nous informe que la nage individuelle est aussi affecte´e par
le BME. L’objectif de cette e´tude est de quantifier comment le BME affecte la rhe´otaxie
des spermatozo¨ıdes.
2.3.2 Rheotaxie en proche paroi avec et sans BME
Sur les images acquises au rhe´oscope les spermatozo¨ıdes sont de´tecte´s avec la me´thode
de tracking que nous avons de´veloppe´e et pre´sente´e dans le paragraphe 3.2.3. On arrive
bien a` de´tecter les spermatozo¨ıdes humains a` coˆte´ des de´bris cellulaires et de quelques
poussie`res reste´es sur le capteur de la came´ra qu’on peut voir sur la figure 2.10. Rappelons
que le tracking nous permet de re´cupe´rer la position des spermatozo¨ıdes de meˆme que
leur vitesse de de´placement. A partir des vecteurs vitesse, on de´duit leur orientation de
nage, qui est la direction dans laquelle s’orientent les spermatozo¨ıdes, puis on calcule des
statistiques a` partir de ces mesures.
Distribution des orientations avec et sans BME
Avant de comparer le comportement rhe´otactique des spermatozo¨ıdes, nous avons ana-
lyse´ la distribution de leurs orientations avant qu’on applique un cisaillement. Nous avons
ainsi re´alise´ que l’orientation n’est pas impacte´e par le BME telle que le montre la figure
2.11. On voit que la distribution avec et sans la BME pour diffe´rentes expe´rimentations
est uniforme.
(a) (b)
Figure 2.10 – (a),(b) Respectivement image de spermatozo¨ıdes humains a` de´tecter prise
dans l’entrefer a` 20 µm du plan de la ge´ome´trie et la de´tection effectue´e. La de´tection
arrive a` bien discriminer les spermatozo¨ıdes (taches grisaˆtres) des de´bris cellulaires (de
plus grosse taille) et des poussie`res sur le capteur de la came´ra (taches tre`s sombres).
Contrairement a` ce qui se passe avant le cisaillement, on voit que ce dernier a un
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effet tre`s significatif sur les nageurs. Notons que les re´sultats de la figure 2.13 ont e´te´
obtenus sur des images prises a` 10 microns de la paroi supe´rieure du plan. Les pics que
nous avons autour de θ = 0, sur la figure 2.12, dans les deux cas d’e´chantillons traite´s
avec ou sans BME sont dus au fait qu’il y a beaucoup de spermatozo¨ıdes morts emporte´s
par la vitesse de l’e´coulement. Il est aussi a` remarquer, dans tous les cas pre´sente´s sur
la figure 2.12 un plus grand nombre est emporte´ dans le cas des e´chantillons traite´s
avec la BME que sans la BME. Dans notre cas, ce qui nous inte´resse principalement
est le comportement de ceux qui remontent le courant, c’est pourquoi une partie des
re´sultats seront focalise´s sur la feneˆtre angulaire θ 2 [ pi, pi]. En faisant les translations
T = t−pi−→i (θ > 0) U tpi−→i (θ < 0) des courbes de la figure 2.12, on peut mieux identifier
la rhe´otaxie autour de θ = 0 comme le montre la figure 2.13. On voit donc un pic qui
augmente avec le taux de cisaillement aussi bien a` 20µm de la paroi (figure 2.14) comme a`
10µm mais le mode des orientations ne semble pas eˆtre corre´le´ au taux de cisaillement. Plus
on s’e´loigne de la paroi, plus la probabilite´ d’observer des individus qui remontent diminue.
Cette observation semble naturelle dans le mesure ou`, comme le cisaillement de Couette
est uniforme, la vitesse a` contre-courant augmente line´airement avec la distance avec la
paroi, et il arrive fatalement une hauteur pour laquelle les spermatozo¨ıdes n’arrivent plus
a` contrecarrer le courant auquel il sont soumis. Nous avons donc compare´ la distribution
des orientations des nageurs a` 10 et 20µm de la paroi supe´rieure du plan pour deux valeurs
de γ˙ (1 et 5 s−1) avec et sans BME. Comme on le voit sur la figure 2.15, dans les deux
cas de cisaillement on voit que la rhe´otaxie est plus marque´e a` 10 microns de la paroi.
On observe aussi un plus gros e´cart-type autour de pi et  pi pour les e´chantillons traite´s
au BME quelque soit le taux de cisaillement figure 2.17. Nous avons donc fait un test
de comparaison robuste (test de Bartlett) qui permet de comparer les variances des deux
distributions normal/BME. Les re´sultats re´capitule´s dans le tableau 2.1 montrent que
les variances des distributions avec BME sont tre`s significativement diffe´rentes (avec des
p-value est < 10−3) au cas sans BME. Ainsi le BME joue en de´faveur de la rhe´otaxie
pour tous les taux de cisaillement e´tudie´s (γ˙ 2 f1s−1, 2s−1, 5s−1, 7s−1, 9s−1et 10s−1g ),
et aux deux distances (10 et 20µm) de la paroi. Cette ‘de´focalisation’ de la remonte´e du
courant en pre´sence de BME peut peut-eˆtre s’expliquer par le fait que l’amplitude de
battement des teˆtes de spermatozo¨ıdes conduit a` une plus grande dispersion angulaire de
leurs trajectoires
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γ˙(s−1) K-squared df p-value
1 52078186 1 < 2.2e  16
2 48137195 1 < 2.2e  16
5 39155813 1 < 2.2e  16
7 39155813 1 < 2.2e  16
9 23802046 1 < 2.2e  16
10 21284686 1 < 2.2e  16
Table 2.1 – Re´sultats (K-squared :valeur du test ; df : degre´ de liberte´ ; p-value :) du
test de Bartlett d’homoge´ne´ite´ des variances avec l’hypothe`se de nullite´. Cette hypothe`se
peut donc eˆtre rejete´e par le fait que la p-value obtenue pour tous les taux de cisaillement
γ˙ est largement < 0.05. Ces re´sultats prouvent que les variances des distributions des
orientations avec et sans BME pour le meˆme taux de cisaillement γ˙ sont tre`s diffe´rentes.
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Figure 2.11 – Distribution des orientations pour diffe´rentes acquisitions correspondant
a` l’e´tat avant l’application d’un taux de cisaillement γ˙ correspondant. Distribution des
orientations effectue´es a` 10 µm de la paroi supe´rieure du plan de la ge´ome´trie.
Nous avons aussi mesure´ avec quelle vitesse les spermtozod¨es remontent l’e´coulement
sous cisaillement et comment cette vitesse se compare a` celle sans cisaillement. Nous avons
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ainsi de´fini la vitesse rhe´otactique comme toute vitesse dont la composante suivant x est
ne´gative. Pour cela nous avons fait la PDF des distributions de vitesse des spermatozo¨ıdes
qui remontent l’e´coulement et compare´ le mode des vitesses avant et apre`s le cisaillement.
Dans les deux cas d’e´chantillons traite´s et non traite´s au BME, la PDF des vitesses
rhe´otactiques pre´sente une distribution bimodale non intuitive figures 2.18, 2.19. Il est
clair que sous cisaillement et sans effet du BME, les spermtozod¨es ont une vitesse de
remonte´e nettement supe´rieure a` celle sans cisaillement comme on le voit bien sur la
figure 2.20 et qui est reconnaissable par le second pic sur la figure 2.18. Par contre en
pre´sence du BME c’est le premier pic qui est dominant figure 2.19, ce qui montre que la
grande majorite´ des spermatozo¨ıdes nage moins vite dans ce cas.
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Figure 2.12 – Distribution des orientations des spermatozo¨ıdes pour diffe´rentes acquisi-
tions a` diffe´rents taux de cisaillement γ˙. Distribution des orientations effectue´es a` 10µm
de la paroi supe´rieure du plan de la ge´ome´trie. Le pic autour de θ = 0 est plus marque´
pour les e´chantillons traite´s au BME (  ) que pour ceux qui ne l’ont pas e´te´ ( ? ). Ce
qui traduit le fait que les e´chantillons traite´s au BME sont plus emporte´s par l’e´coulement
que ceux non traite´s.
Ce que nous montre en plus les re´sultats de la figure 2.20 est qu’avant ou apre`s le
cisaillement le BME re´duit les vitesses de nage. Ce re´sultat vient confirmer le fait que
le BME augmente l’amplitude de battement des teˆtes de spermatozo¨ıdes. En fait, l’aug-
mentation de cette amplitude de battement de la teˆte impliquerait une diminution de
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la fre´quence de battement du flagelle et par suite une diminution de la vitesse de nage
du spermatozo¨ıde. On note une diffe´rence entre les valeurs du mode des vitesses entre
γ˙ = 7s−1, γ˙ = 9s−1 et les autres points en pre´sence du BME qui est peut-eˆtre lie´e a` un
effet d’e´chantillonnage. Dans le cas ou` le milieu est traite´ au BME, on voit que le pic
autour de ze´ro est presque inde´pendant du taux de cisaillement (courbes en rouge figure
2.13). Ce qui signifie que les spermatozo¨ıdes, en pre´sence du BME se comportent de la
meˆme fac¸on quelque soit le taux de cisaillement.
En plus de son effet sur la re´orientation ainsi que la vitesse de nage, il est a` noter
que le pourcentage d’individus qui remontent l’e´coulement est aussi re´duit de 34% par le
BME comme le montre la figure 2.16.
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Figure 2.13 – Mise en e´vidence des orientations correspondantes a` la rhe´otaxie. On
fait donc la translation T des courbes de la figure 2.12. On rame`ne ainsi autour de 0
la distribution autour de  pi et pi. On voit ici que autour de θ = pi ou θ =  pi, les
spermatozo¨ıdes non traite´s sont plus rhe´otactiques. Ce pic croˆıt au fur et a` mesure que γ˙
croˆıt sauf pour γ˙=9 s−1. Ce qui n’est pas le cas quand le milieu est traite´ au BME.
D’apre`s les derniers re´sultats sur la rhe´otaxie, il a e´te´ releve´ que la rhe´otaxie est plus
pre´ponde´rante en proche paroi pour les nageurs pre´sentant une asyme´trie entre leurs par-
ties poste´rieure et ante´rieure comme les spermatozo¨ıdes. C’est ce que nous avons observe´
aussi dans notre e´tude. Cette pre´ponde´rance s’atte´nue plus on s’e´loigne de la paroi. Nos
re´sultats montrent que dans les deux cas que le milieu soit traite´ ou non avec le BME,
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Figure 2.14 – Distribution des orientations ramene´e a` 20 µm de la paroi supe´rieure du
plan de la ge´ome´trie, ramene´e autour de 0 par la transformation T avec et sans la BME.
On voit que l’effet du BME est encore net sur la rhe´otaxie.
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Figure 2.15 – Comparaison de la rhe´otaxie a` 10 et 20 µm de la paroi supe´rieure du
plan respectivement pour γ˙ = 1s−1 (a) et γ˙ = 5s−1 (b). On voit que dans les deux cas de
cisaillement, la rhe´otaxie est plus marque´e a` 10 µm de la paroi qu’a` 20 µm.
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Figure 2.16 –  , ? Respectivement ratio du nombre d’individus qui remontent
l’e´coulement Nr (nageurs rhe´otactiques) et du nombre total d’individus Nt en pre´sence
et en absence du BME. Le BME diminue ce nombre de 34% a` presque tous les taux de
cisaillement mesure´s.
Figure 2.17 – Angles de re´orientations des nageurs sous diffe´rents taux de cisaillement
(mean SD) avec et sans BME respectivement en rouge et bleu. Les angles de re´orientation
dans le cas du BME pre´sentent un plus gros e´cart-type.
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Figure 2.18 – Distribution bimodale non intuitive des vitesses de rhe´otaxie sur un
e´chantillon non traite´ a` la BME a` 10µm de la paroi du plan.
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Figure 2.19 – Distribution bimodale non intuitive des vitesses de rhe´otaxie sur un
e´chantillon traite´ avec le BME a` 10µm de la paroi du plan.
une discrimination des nageurs est faite par le cisaillement. On note ceux qui remontent
vite et ceux qui remontent moins vite l’e´coulement. Ceci se traduit par la distribution
bimodale des vitesses de remonte´e de l’e´coulement. Cette remonte´e de l’e´coulement est
moins marque´e plus on s’e´loigne de la paroi. Nous avons aussi mis en e´vidence que la
modification de la nage du spermatozo¨ıde a un effet assez notable sur la manifestation
de la rhe´otaxie. Cette modification des proprie´te´s de nage a e´te´ effectue´e par la mole´cule
du nom de Beta Mercaptoe´thanol (BME). En re´sume´ la modification des proprie´te´s de
nage du spermatozo¨ıde a un effet notable sur la dynamique collective et nos re´sultats
viennent montrer que les proprie´te´s de nages aussi ont un effet direct sur la rhe´otaxie.
La capacite´ des spermatozo¨ıdes a` s’aligner par rapport a` l’e´coulement est donc re´duite
par le BME. Il serait donc inte´ressant de comprendre comment cette mole´cule affecte les
proprie´te´s me´caniques de nage pour apporter des e´claircissements sur certains proble`mes
d’infertilite´.
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Figure 2.20 – Comparaison des modes de vitesses de remonte´e de l’e´coulement des
spermatozo¨ıdes avec traitement au BME (rouge) et sans (bleu). Les symboles e´toiles ( ? ,
? ) sont pour les vitesses de remonte´e de l’e´coulement sans cisaillement et les (  ,  )
avec cisaillement.
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Chapitre 3 : Turbulence en chambre confine´es
Les suspensions actives qui sont les suspensions de particules auto-propulse´es
conduisent, lorsqu’elles sont concentre´es a` des “swarming flows” qui pre´sentent, a`
petite e´chelle ou` les effets visqueux sont dominants, des caracte´ristiques similaires
avec celles des e´coulements turbulents. L’observation de la semence de be´lier, qui
est une suspension tre`s dense, fait apparaˆıtre des structures cohe´rentes appele´es
“volutes” a` des e´chelles largement supe´rieures a` l’e´chelle individuelle et dont la taille
fournit une e´chelle inte´grale de la turbulence observe´e. A` des e´chelles infe´rieures a`
l’e´chelle inte´grale nous avons pu identifier, dans des suspensions tre`s concentre´es
de semence de be´lier, un phe´nome`ne pre´sentant de nombreuses analogies avec une
cascade d’enstrophie. Ce constat est e´taye´ par diffe´rentes observations expe´rimentales
comple´mentaires et concordantes. Nous avons mis en e´vidence une loi de puissance
en k−3 du spectre d’e´nergie et une loi de se´paration de paires de particules consis-
tante avec les pre´dictions the´oriques propose´es en turbulence bidimensionnelle. Nous
expliquons le caracte`re quasi-bidimensionnel de la turbulence par le fait que les
spermatozo¨ıdes sont astreints a` nager dans des couches lamine´es sous l’effet des
interactions ste´riques et d’alignement. Des arguments, base´s sur des lois d’e´chelles,
sont tout a` fait consistants avec cette interpre´tation.
3.1 Introduction
L’e´mergence de structures collectives dans les gouttes de suspensions de bacte´ries
(Dombrowski et al., 2004) ou de sperme (Riedel et al., 2005; Smyth and Gordon, 1967)
a e´te´ rapporte´e il y a de´ja` plusieurs anne´es. Des e´tudes ont releve´ la coope´ration entre
les spermatozod¨es de souris des bois (Moore et al., 2002; Yang et al., 2008) et de fourmi
(Pearcy et al., 2014) pour nager plus vite collectivement qu’individuellement vers le site
de fertilisation. D’autres ont releve´ la compe´tition qu’il peut y avoir entre les sperma-
tozo¨ıdes de diffe´rents maˆles (Manier et al., 2010) quand ils inse´minent la meˆme femelle.
Mais il n’y a pas eu d’e´tude sur l’e´mergence de la dynamique collective de spermatozo¨ıdes
ayant une fe´condation in-vivo. Dans Riedel et al. (2005), l’organisation d’une suspension
de spermatozo¨ıdes d’oursin confine´e entre deux plaques paralle`les, en un re´seau de vortex
d’une dizaine de spermatozo¨ıdes chacun, a notamment e´te´ mise en e´vidence. Or la fertili-
sation chez l’oursin se fait en milieux marins. Dans le cas du sperme ovin, la dynamique
collective, observe´e en bord de goutte est utilise´e depuis plusieurs anne´es comme crite`re
de notation de la fertilite´ (Smyth and Gordon, 1967). Du point de vue plus fondamental,
la dynamique spatio-temporelle a` grandes e´chelles (par rapport a` l’e´chelle des individus)
a e´te´ l’objet de plusieurs e´tudes ces dernie`res anne´es (Riedel et al., 2005; Cisneros et al.,
2007, 2008; Kearns, 2010; Zhang et al., 2010; Wensink et al., 2012; Sokolov and Aranson,
2012; Wensink and Lo¨wen, 2012; Ryan et al., 2013). La dynamique de ces “swarming flows”
est une the´matique de recherche en plein essor surtout a` cause de la difficulte´ a` e´tablir des
mode`les continus assez ge´ne´riques pouvant de´crire les comportements me´soscopiques no-
tamment pour des densite´s importantes (Toner and Tu, 1995; Ramaswamy, 2010; Degond
and Motsch, 2008; Degond and Hua, 2013; Bertin et al., 2009a, 2013; Marchetti et al.,
2013; Giomi, 2014; Thampi et al., 2014b,a).
50
3.1 Introduction
(a) (b)
Figure 3.1 – (a) & (b) Images en contraste de phase obtenues pour un e´chantillon confine´
respectivement en chambre de 100 et 150 µm. la barre d’e´chelle repre´sente 200 µm dans
chacun des cas.
Les observations re´centes de suspensions de bacte´ries ont montre´es que les suspen-
sions tre`s denses de “swarming fows” pre´sentaient un comportement similaire a` celui d’un
e´coulement turbulent en l’absence d’inertie lequel fut de´nomme´ “ Zooming BioNematic”
ou ZBN par (Cisneros et al., 2006) ou “turbulence me´soscopique” par (Ryan et al., 2013).
Bien que le terme “turbulence” soit ici un abus de langage, le nombre de Reynolds de
l’e´coulement e´tant proche de ze´ro, on choisit de le conserver car il est notamment utilise´
dans la plupart des pre´ce´dentes e´tudes sur le sujet (Cisneros et al., 2007; Wensink et al.,
2012; Dunkel et al., 2013b). La qualification de pseudo-turbulence aurait sans doute e´te´
plus approprie´e et moins paradoxale.
Diffe´rents types de turbulences sont envisageables (Wensink et al., 2012) selon le confi-
nement, la concentration ou le rapport d’aspect du nageur. Diffe´rents types de turbulence
ont d’ailleurs e´te´ observe´es (Wensink et al., 2012; Dunkel et al., 2013b). Cependant beau-
coup de de´tails restent a` eˆtre conside´re´s pour avoir une compre´hension assez claire et fiable
de cet e´tat complexe des suspensions actives. Notre travail a e´te´ d’apporter de nouvelles
preuves attestant que cette turbulence observe´e depuis longtemps pre´sente un comporte-
ment auto-similaire sur une large gamme d’e´chelles et semble eˆtre associe´e a` une cascade
d’enstrophie.
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3.2 Dispositif experimental, calibration et validation
3.2.1 Echantillons biologiques
Collecte de la semence
La production d’un e´chantillon de bonne qualite´ requiert parfois une pre´paration du
be´lier par des traitements hormonaux par exemple. Cependant, cela n’a pas e´te´ le cas
pour les pre´le`vements sur lesquels nous avons travaille´. Les pre´le`vements ont e´te´ effectue´s
sur des be´liers pre´alablement se´lectionne´s pour leur aptitude a` produire de la semence
de bonne qualite´. La collecte se fait a` l’aide d’un vagin artificiel (figure 3.2), constitue´
d’une partie en caoutchouc (en noir sur la figure 3.2) remplie d’un me´lange d’eau et d’air
maintenu a` une tempe´rature de 37◦C et termine´ par un entonnoir qui fait converger la
semence dans le tube de pre´le`vement situe´ a` son extre´mite´. Le vagin artificiel est place´
sur le pe´nis du be´lier au moment ou` il se pre´pare a` monter la brebis comme on peut le
voir sur la figure 3.3.
Figure 3.2 – Vagin artificiel.
Caracteristiques de la semence de belier
Imme´diatement apre`s le pre´le`vement la concentration (nombre de spermatozo¨ıdes par
unite´ de volume) est mesure´e par absorption lumineuse graˆce a` un spectrocolorime`tre (cf
paragraphe 4.2.3). Le spermatozo¨ıde de be´lier a en ge´ne´ral une longueur de 60 µm dont
50 µm de flagelle. Sa teˆte a une forme d’ellipse (figure 3.4) de grande axe entre 6 et 8 µm,
de petit axe 4 µm et d’une e´paisseur 2 µm. Elle est plate a` la base et un peu arrondie
en haut. La semence du be´lier est tre`s concentre´e. La fraction volumique, calcule´e a` partir
des dimensions caracte´ristiques des spermatozo¨ıdes et de la concentration (cf paragraphe
4.2.3) peut atteindre 65%, une valeur proche de la compacite´ maximale.
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Figure 3.3 – On voit ici un ope´rateur (Xavier Druard pour ne pas le nommer !) en train
de placer le vagin artificiel au be´lier.
Nous nous sommes assez vite rendus compte de la difficulte´ de travailler sur des
fluides biologiques en l’occurrence le sperme de be´lier qui ne conserve la dynamique que
l’on veut e´tudier que pendant une dure´e assez limite´e, une demi-heure au maximum. Il
e´tait donc impe´ratif d’effectuer les expe´riences a` proximite´ des sites de pre´le`vement. Les
premie`res campagnes expe´rimentales ont e´te´ mene´es dans les locaux de CRYOPIC (Centre
d’Inse´mination Ovine Pyre´ne´es Centrales) situe´ a` proximite´ de Toulouse. Il s’agit d’un
centre de collecte d’e´jaculats de be´lier a` des fins d’inse´mination artificielle. Les e´jaculats
sont habituellement conditionne´s en paillettes qui sont ensuite expe´die´s aux e´leveurs dans
toute la France. Cependant le site ne dispose pas de l’ensemble des facilite´s d’un labo-
ratoire de recherche. Une seconde campagne de mesures a donc e´te´ mene´e sur le site de
l’INRA de Tours au sein de l’e´quipe de la physiologie de la reproduction qui dispose d’un
laboratoire avec tout le mate´riel ne´cessaire ainsi que de be´liers a` quelques me`tres pour
mener a` bien nos expe´riences.
Preparation de l'echantillon
Entre le pre´le`vement et l’observation, la semence est maintenue a` 37◦C dans un bain-
Marie. L’e´chantillon est ensuite de´pose´, a` l’aide d’une micro-pipette dans une chambre
“Leja” de profondeur controˆle´e (figure 3.5). Les cellules “Leja”, d’e´paisseur 20, 100, 150
et 200 µm ont e´te´ fournies par la socie´te´ IMV. Elles ont la particularite´ d’avoir une
profondeur constante sur toute les dimensions de la lamelle.
3.2.2 Systeme d'imagerie
Les images correspondantes aux observations par contraste de phase ont e´te´ acquises a`
une fre´quence de 50 Hz avec une came´ra rapide pco.Dimax S4 (Photo lines, France) monte´e
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Figure 3.4 – Spermatozo¨ıdes de be´lier observe´s dans une chambre confine´e de 20 µm de
profondeur avec un microscope a` contraste de phase e´quipe´ d’un objectif 20.
Figure 3.5 – Description du remplissement des chambres “Leja” par la semence. Les
chambres ‘Leja” sont des cellules confine´es de profondeur controˆle´e .
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sur un microscope en contraste de phase (Nikon, Japon) figure 3.6. Les spe´cifications
principales de la Dimax sont les suivantes : 2016  2016 pixels, 1279 im/s en pleine
de´finition avec 36Go de me´moire embarque´e, taille des pixels de 11 µm  11 µm et une
dynamique de 12 bits. La feneˆtre d’observation mesure 2 mm  2 mm. Une image typique
obtenue avec ce dispositif est illustre´e sur la figure 3.7.
Les images correspondantes aux observations par fluorescence, ont e´te´ acquises a` une
fre´quence de 100Hz avec une came´ra pco.edge (Photo lines, France) monte´e sur un micro-
scope fluorescent (Olympus BH2, Japon). Les spe´cifications principales de la Edge sont
les suivantes : 2560  2160 pixels, 50 im/s en pleine de´finition avec une taille de pixels de
6.5µm  6.5µm et une dynamique de 12 bits. La feneˆtre d’observation mesure 1.63 mm
 1.63 mm
Les deux microscopes sont munis d’un syste`me de controˆle de tempe´rature de la platine
et sont e´quipe´s d’objectifs  4,  10 et  20.
Figure 3.6 – Photo du dispositif expe´rimental sur laquelle on peut voir la came´ra Dimax
monte´e sur le microscope a` contraste de phase.
3.2.3 Techniques de mesure optique de la vitesse
E´tant donne´ l’e´chelle a` laquelle nous nous sommes place´s (grossissement 4), la
moyenne du signal sur la profondeur de champ de l’optique, et la tre`s forte concentration,
on ne peut faire de suivi individuel des spermatozo¨ıdes a` partir des images obtenues (fi-
gure 3.7). Pour estimer les champs de vitesse repre´sentatifs du mouvement collectif, nous
avons opte´ pour la “Ve´locime´trie par imagerie de particule 2D”, technique base´e sur la
corre´lation des textures entre deux images successives et de´crite dans le paragraphe 3.2.3.
Nous avons de plus mis en place une technique de suivi de particules lagrangiennes (PTV)
de´veloppe´e dans la section 3.2.3.
PIV 2D
Une technique standard de PIV 2D est utilise´e sur les images obtenues par microscopie
a` contraste de phase (figure 3.7) pour de´terminer quantitativement le champ de vitesse
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Figure 3.7 – Image caracte´ristique de sperme de be´lier d’une concentration de 4.4 109
milliards/ml, confine´ dans une cellule de 100 µm, observe´e avec la Dimax a` une fre´quence
de 50Hz monte´e sur un microscope a` contraste de phase et e´quipe´ d’un objectif 4.
associe´ au de´placement du fluide. On utilise ici l’algorithme commercial de PIV 2D par
corre´lation d’images DAVISTM .
La projection du champ de vitesse Eule´rien dans le plan de mise au point est re-
construite sur une grille a` deux dimensions a` l’aide d’un algorithme PIV de corre´lation
croise´e. L’algorithme estime le de´placement le plus probable de petites feneˆtres (feneˆtre
d’identification), centre´es a` chaque nœud de la grille, entre deux images successives. Le
principe est illustre´ sur la figure 3.8. Les calculs ite´ratifs permettent de prendre en compte
la de´formation de la feneˆtre d’identification afin d’augmenter la pre´cision. La re´solution
spatiale est de´finie par la taille de la feneˆtre d’identification qui est, pour nos expe´riences,
de 16 pixels  16 pixels ce qui correspond, en unite´s physiques, a` 17 µm  17 µm (1 pixel
, 1, 087 µm). Cette taille est assez petite pour re´soudre des structures spatiales de l’ordre
de quelques spermatozo¨ıdes. Le champ de vitesse est obtenu sur une grille de taille 126 
126. Sur la figure 3.9 est illustre´ le champ de vitesse obtenu par PIV superpose´ a` l’image
associe´e.
Il est important de garder a` l’esprit que le champ de vitesse obtenu par PIV correspond
a` un champ de vitesse moyenne´ sur la profondeur de champ du microscope qui est de
l’ordre de 25 5µm.
PTV
Une technique de mesure de vitesse par suivi lagrangien de particules, la PTV (Particle
Tracking Velocimetry) a aussi e´te´ mise en place pour cette e´tude. Par contraste avec la
PIV, qui estime le de´placement le plus probable d’une petite partie de l’image entre deux
images successives, la suivi lagrangien s’attache a` de´terminer le de´placement individuel de
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(a) (b)
Figure 3.8 – (a) Image montrant la feneˆtre d’identification qui est ensuite corre´le´e sur
l’image suivante (b) a` l’instant t+∆t.
Figure 3.9 – Champ de vitesse reconstitue´ obtenu avec la PIV et superpose´ a` l’image
en niveaux de gris.
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traceurs sur une se´quence d’images. Les traceurs sont ici des micro-particules sphe´riques
fluorescentes de chez Spherotech (FH-2056-2) qui ont e´te´ me´lange´es a` la semence a` une
concentration de 3.9 106 billes/ml. Ces particules, de diame`tres compris entre 1.7 et 2.2
µm et de densite´ 1.05 g/cm3 ont une fluorescence rouge (excitation/emission : 530/605
nm).
Pour effectuer le suivi de ces particules, nous avons de´veloppe´ un algorithme sous
MatlabTM . Cet algorithme permet de reconstituer la projection, dans le plan focal, de la
trajectoire des particules. Le suivi a e´te´ effectue´ sur des images similaires a` celle illustre´e
sur la figure 3.10 et acquises a` une fre´quence de 100 Hz.
Figure 3.10 – Image fluorescente montrant les traceurs lagrangiens (spots blancs) a`
partir de laquelle le tracking a e´te´ fait.
L’algorithme peut eˆtre de´compose´ en trois parties importantes : la de´tection des par-
ticules, leur localisation et l’appariement.
Detection
L’identification des particules est effectue´e par convolution de l’image avec une image
de particule mode`le, appele´e masque (Takehara and Etoh, 1999). Le masque choisi ici
est une distribution gaussienne 2D d’e´cart-type σ = 5 pixels. Le masque ‘scanne’ toute
l’image de fac¸on a` de´tecter des e´le´ments de l’image qui lui ressemble le plus. On calcule
pour cela la corre´lation normalise´e qui s’e´crit :
C(∆i,∆j) =
Σi,jI(i, j)G(i+ ∆i)G(j + ∆j)p
Σi,jI2(i, j)
p
Σi,j(G(i)G(j))2
avec G(i) = exp( i2/2σ2)/p2piσ la gaussienne normalise´e et I(i, j) l’image en niveaux de
gris. Un seuillage de 0.45 est ensuite applique´ a` C(∆i,∆j) afin d’isoler les ‘pics’ d’intensite´
qui correspondent a` la pre´sence de particules.
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Localisation
Les positions des centres des particules de´tecte´es, identifie´es aux maxima de la matrice
de corre´lation C(∆i,∆j), sont de´termine´es, pour chaque particule, par une re´gression
Gaussienne bidimensionnelle (Nobach and Honkanen, 2005) sur le champ de convolution
C(∆i,∆j) afin d’obtenir une pre´cision sub-pixel. La position de la particule p sur l’image
n est note´e : xnp .
Appariement
Le de´placement moyen des particules entre deux images successives e´tant petit com-
pare´ a` la distance moyenne inter-particulaire, on apparie chaque particule de´tecte´e sur
une image avec son plus proche voisin. On limite de plus a` 10 pixels le de´placement maxi-
mal autorise´. Ainsi, conside´rant que chaque position de particule de´tecte´e xnp sur l’image
n peut eˆtre apparie´e avec tout e´ve´nement p′ de l’image n + 1 dont la position xn+1p0 est
dans un rayon R = 10 pixels i.e jxn+1p0   xnp j < R. On se´lectionne pour l’appariement
l’e´ve´nement qui minimise jxn+1p0   xnp j.
Vitesse
L’appariement de la position de la particule p, xnp de l’image n a` sa position x
n+1
p sur
l’image suivante n+1 se´pare´e d’un intervalle de temps ∆t permet de de´terminer sa vitesse
vnp = (x
n+1
p   xnp )/∆t. De plus, en conside´rant sur chaque image n la distance relative
D2 = jxnp  xnp0j2 et la vitesse relative V 2 = jvnp  vnp0 j2 de chaque paire de particules (p, p′)
on peut effectuer une statistique assez robuste sur la relation entre D et V moyenne´e sur
toute les paires d’une se´quence d’images telle qu’on le verra dans la section 3.3.5.
Le suivi des particules sur l’ensemble d’une se´quence d’images permet de reconstituer
leur trajectoire au cours du temps comme illustre´ sur la figure 3.11.
Comparaison PIV/PTV
La PIV estime le de´placement de la texture de niveau de gris des images obtenues
par microscopie a` contraste de phase. Afin de s’assurer que les vitesses ainsi mesure´es
repre´sentent fide`lement le de´placement du fluide, les mesures obtenues par PIV sont ici
compare´es a` celles obtenues par PTV. La taille des traceurs utilise´s pour la PTV est
suffisamment petite et leur densite´ suffisamment proche de celle du fluide pour qu’ils
puissent eˆtre conside´re´s comme de parfaits traceurs lagrangiens non-inertiels. Leur vitesse,
mesure´e par PTV, donne ainsi une bonne estimation de la vitesse de l’e´coulement a`
l’e´chelle de la particule.
Comme illustre´ sur la figure 3.12, les fluctuations de vitesse u′(x) = u(x) hui obtenues
par les deux techniques de mesure, PTV et PIV, pre´sentent des distributions P (u′/σu0)
similaires et gaussiennes.
De plus, des mesures simultane´es, PIV et PTV, ont e´te´ effectue´es afin de comparer
localement les vitesses mesure´es. Pour cela, des particules de PMMA-Rhodamine B de
diame`tre allant de 1 a` 35µm ont e´te´ me´lange´es avec la semence a` une fraction volumique
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Figure 3.11 – Exemple de trajectoires des particules sphe´riques fluorescentes. Chaque
couleur repre´sente la trajectoire d’une particule, x et y sont en pixels.
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Figure 3.12 – Pdf normalise´es des fluctuations de vitesse obtenues par PIV (  ) et par
PTV (  ) similaire a` une distribution gaussienne (  ).
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de 0.1%. Le suivi lagrangien et la PIV ont e´te´ effectue´s sur des images obtenues en
microscopie a` contraste de phase et similaires a` celle repre´sente´e sur la figure 3.13 (a).
Afin de faciliter la de´tection des particules, nous avons pre´alablement traite´ l’image de
base (figure 3.13 (b)) et utilise´ comme masque une ondelette de type chapeau mexicain
plutoˆt qu’une Gaussienne bidimensionnelle. La robustesse de l’algorithme de de´tection est
illustre´ sur sur la figure 3.14 ou` on peut constater que les particules sont correctement
de´tecte´es, et ce, meˆme dans les volutes. Un exemple de mesures simultane´es est repre´sente´
sur la figure 3.15 ou` sont superpose´es, a` l’image en niveau de gris, le champ de vitesse
obtenu par PIV et la vitesse des particules.
(a) (b)
Figure 3.13 – (a) Semence me´lange´e avec des particules sphe´riques de PMMA. (b) Image
obtenue apre`s dilatation et filtrage me´dian de (a) sur laquelle est effectue´e la PTV.
Le champ de vitesse obtenu par PIV, interpole´ a` la position des particules est alors
compare´ a` la vitesse des particules. Nous avons trouve´ que l’erreur de´croˆıt de 50% pour
des particules de diame`tre 10 15 µm a` 25% pour des particules plus grosses, de diame`tre
30  35 µm (figure 3.16). Ce re´sultat est en accord avec l’estimation de la profondeur de
champ δ = 25  10µm de notre syste`me optique sur laquelle l’image est moyenne´e ainsi
qu’avec la taille des feneˆtres d’interrogation de PIV. Ces re´sultats viennent confirmer que
les vitesses mesure´es avec la PIV, a` partir du niveau de gris des images, reproduisent assez
fide`lement le champ de vitesse de l’e´coulement moyenne´ sur la profondeur de champ du
syste`me optique.
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Figure 3.14 – Re´sultat de la de´tection des particules me´lange´es a` la semence sur une
image en niveaux de gris.
Figure 3.15 – Champ de vitesse PIV en  ! et champ de vitesse PTV en  ! avec les
particules de´tecte´es qui sont indique´es par les points blancs.
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Figure 3.16 – De´croissance de l’erreur relative entre la PIV et la PTV pour diffe´rents
sche´mas d’interpolation des vitesses de PIV sur la position des particules.  : interpola-
tion line´aire ; I : interpolation cubique  : interpolation en spline. Ceci est consistant
avec la profondeur de champ du syste`me optique δ = 25 10µm.
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3.3 Resultats experimentaux
3.3.1 Les Volutes
L’observation en microscopie a` contraste de phase de la semence pure de be´lier fait
apparaˆıtre de manie`re tre`s claire des structures multi-e´chelles sombres, appele´es ici vo-
lutes (figure 3.17). Ces volutes sont des structures dynamiques qui e´voluent rapidement,
apparaissant et disparaissant aux cours de l’expe´rience. Elles ne sont pas sensibles a` l’orien-
tation de la cellule par rapport a` la gravite´ et leur taille caracte´ristique, dont la mesure
quantitative est de´taille´e dans la section 3.3.1, semble peu de´pendante de la profondeur
de la chambre de confinement.
(a) (b)
Figure 3.17 – (a), (b) Images en niveau de gris d’un e´chantillon confine´ respectivement
en cellule de 150 et 200 µm observe´ avec un objectif 4.
Caracterisation de la taille des volutes
Pour caracte´riser la taille des volutes, nous avons segmente´ les images acquises pour
extraire les structures et e´valuer leurs dimensions. La proce´dure de traitement est la
suivante :
— Seuillage a` 70% de l’image initiale (figure 3.18 (a)),
— Binarisation,
— Dilation avec un e´le´ment structurant de dimension 5  5 pixels,
— Filtrage par filtre me´dian de 31 a` 41 pixels,
— Binarisation et de´tection des e´le´ments connexes,
Les e´le´ments connexes obtenus et repre´sente´s sur la figure 3.18 (b) sont associe´s aux volutes
comme on peut s’en rendre compte par comparaison avec l’image originale en niveaux de
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gris (figure 3.18 (a)). Sur cette image binarise´e les contours des re´gions connexes (volutes)
sont de´tecte´s. On leur associe des ellipses qui pre´servent les moments du second ordre de
l’amas connexe. Le grand axe de l’ellipse obtenue est retenu comme la taille caracte´ristique
l?i de chaque structure i. La taille caracte´ristique l
? des volutes est obtenue en effectuant
la moyenne sur chaque image puis sur l’ensemble des images( 2000) des l?i .
    




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(a) (b)
Figure 3.18 – (a) Image en niveaux de gris d’un e´chantillon confine´ dans une cellule de
100 µm de profondeur observe´ avec un objectif 4. (b) Volutes de (a) approxime´es par
des ellipses a` partir de la de´tection des contours.
Les mesures des tailles caracte´ristiques, l?, des volutes pour des confinements de 100,
150 et 200 µm sont re´capitule´es dans le tableau 3.1.
H (µm) l? (µm)
100 119
100 125
100 112
100 129
100 150
100 130
150 175
200 183
Table 3.1 – Longueur caracte´ristique des volutes l? pour diffe´rentes profondeurs de
cellule.
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Nous avons de plus e´tudie´ la dynamique collective de semence de be´lier confine´e
dans des chambres de profondeur controˆle´e (figure 3.5). Les images sur lesquelles nous
avons travaille´ ont e´te´ prises avec la chambre de confinement pose´e horizontalement sur
la platine du microscope dans le plan (x, y). Les structures collectives pre´sentes dans
l’e´coulement peuvent eˆtre e´tudie´es avec les mesures de PIV que nous avons de´veloppe´es
dans le paragraphe 3.2.3. Des techniques d’analyse des champs de vitesse, similaires a`
celles de´veloppe´es pour l’e´tude des e´coulements turbulents, ont e´te´ utilise´es.
3.3.2 Echelle integrale des structures turbulentes
Un exemple de champ de vitesse 2D, u(x) = (u(x), v(x)) dans le plan x  (x, y),
obtenu par PIV est illustre´ sur la figure 3.19. A` partir de ce champ de vitesse, on peut
estimer la composante verticale du champ de vorticite´, ω(x) = ru = ∂xv(x)  ∂yu(x).
On de´finit de plus l’enstrophie totale par Ω = hjω2j/2i avec la convention de notation
hi  ´
S
dS/S (S e´tant la surface totale et dS sa quantite´ infinite´simale).
Figure 3.19 – Champ de vitesse PIV en  ! superpose´ a` l’image correspondante. la bar
d’e´chelle en bas a` gauche et en blanc repre´sente 200 µm.
Comme on peut le voir sur la figure 3.20 repre´sentant un champ de la composante
verticale de vorticite´ normalise´e par l’enstrophie totale, Les structures turbulentes peuvent
atteindre des dimensions bien plus grandes que celles d’un spermatozo¨ıde mais demeurent
plut petites que la zone de visualisation.
Une e´chelle inte´grale, caracte´ristique de la taille des structures turbulentes peut eˆtre
de´finie comme le rapport entre l’e´nergie et l’enstrophie (Wensink et al., 2012)
L? =
q
E ′‖/Ω
′, (3.1)
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ω/
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Figure 3.20 – Champ de la composante verticale de la vorticite´, normalise´e par la racine
carre´e de l’enstrophie dont les isocontours sont bien e´pouse´s par les lignes de courant (en
ligne continue rouge).
La relation line´aire entre Ω′ et E ′‖ obtenue pour diffe´rentes expe´riences (a` H=100 µm fixe´)
et illustre´e sur la figure 3.21 indique que cette e´chelle caracte´ristique ne de´pend pas de
l’e´nergie cine´tique de l’e´coulement et est aussi inde´pendante de l’expe´rience conside´re´e.
Les valeurs de l’e´chelle inte´grale de longueur L? calcule´es pour diffe´rentes profondeurs
de chambreH sont regroupe´es dans le tableau 5.1. L’influence de la profondeur de la cellule
sur l’e´chelle inte´grale est faible tout comme celle de la concentration comme le montre les
mesures de l’e´chelle inte´grale (H=100 µm) pour diffe´rentes dilutions et pre´sente´es dans le
tableau 3.3.
N H ( µm) L? ( µm) C (109cells/ml) φ(%)
6 100 126 16 5.2 1.1 50 11
1 150 133 5.4 52
1 200 146 5.4 52
Table 3.2 – Relation entre e´chelle inte´grale de longueur L? et la profondeur H des
chambres de confinement, N e´tant le nombre d’e´chantillons e´tudie´s et Φ leur fraction
volumique.
Quelle relation existe-t-il entre l’e´chelle inte´grale des structures turbulentes, L?, ca-
racte´ristique de la dynamique de l’e´coulement et la taille caracte´ristique des volutes, l?
calcule´e a` partir du niveau de gris des images dans le paragraphe 3.3.1 ? On note que ces
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Figure 3.21 – Relation line´aire entre E ′‖ = hju′j2/2i et Ω′ = hjω′j2/2i. Les points
repre´sentent six expe´riences diffe´rentes dans des chambres de 100µm et portent chacun
l’e´cart-type de l’enstrophie. La courbe en pointille´s montre la relation line´aire qui permet
de de´duire l’e´chelle inte´grale de longueur L? = (E ′‖/Ω
′)1/2.
L? ( µm) dilution C (109cells/ml)
126 1 5.2
90 2 2.6
114 4 1.3
Table 3.3 – E´chelle inte´grale de longueur L? pour diffe´rentes dilutions pour une profon-
deur du confinement, H=100 µm.
deux e´chelles, compare´es dans le tableau 3.4, sont tre`s proches avec un e´cart moyen e´value´
a` 6%. On a donc trouve´, a` l’aide de deux outils : l’un base´ sur les proprie´te´s cine´matiques
de l’e´coulement et l’autre sur la texture du niveau de gris des images des e´chelles de
longueurs similaires qui caracte´risent la dynamique collective des spermatozo¨ıdes.
3.3.3 Correlation de vitesse en deux points
Les statistiques effectue´es sur les fluctuations de vitesse, u′(x) = u(x)  hui obtenues
avec la PIV et la PTV montrent un comportement isotrope avec une fonction de distri-
bution proche d’une Gaussienne (figure 3.12), en accord avec les observations de Wensink
et al. (2012); Dunkel et al. (2013b).
Afin de poursuivre l’analyse de la dynamique des diffe´rentes e´chelles de l’e´coulement
nous nous sommes inte´resse´s aux fonctions de corre´lation spatio-temporelles de manie`re
similaire a` ce a e´te´ fait dans Zhang et al. (2010); Wensink et al. (2012); Sokolov and
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H (µm) l? (µm) L? (µm)
100 119 109
100 125 126
100 112 108
100 129 128
100 150 137
100 130 150
150 175 133
200 183 146
Table 3.4 – Relation entre l’e´chelle inte´grale des structures turbulentes L? et la taille
caracte´ristique des volutes l? pour diffe´rentes profondeurs de cellules, H.
Aranson (2012); Wensink and Lo¨wen (2012); Ryan et al. (2013). Nous avons donc calcule´
les corre´lations des fluctuations de vitesses u′(x) dans le plan (x, y) entre les points x et
x+ξ distant de ξ dans la direction u′‖ = u
′ ξ/jξj. On de´finit ainsi la fonction de corre´lation
longitudinale, ρ(ξ) par :
ρ(ξ) = hu′‖(x)u′‖(x + ξ)i/hu′2i
La fonction de corre´lation, qui ne de´pend que de jξj car isotrope, calcule´e pour diffe´rentes
profondeurs de chambre, 100, 150, 200 µm est repre´sente´e sur la figure 3.22 (a).
0 500 1000 1500 2000
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0.2
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0 5 10
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Figure 3.22 – (a) Fonction de corre´lation longitudinale des fluctuations de vitesse,
ρ(ξ) = hu′‖(x)u′‖(x + ξ)i/hu′2i calcule´e a` partir des champs PIV. Les diffe´rentes courbes
correspondent a` diffe´rentes hauteur de confinement.  : H = 100 µm ; I : H = 150 µm ;
 : H = 200 µm. (b) On obtient une courbe maˆıtresse en normalisant ξ par l’e´chelle
inte´grale de longueur L?.
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En normalisant ξ par l’e´chelle inte´grale L?, de´finie par l’e´quation (3.1), on obtient une
superposition des courbes (figure 3.22 (b)) sur la courbe maˆıtresse. Cela de´montre bien que
l’e´chelle inte´grale L? de´finit une longueur de corre´lation caracte´ristique de l’e´coulement
inde´pendamment de l’e´nergie initiale de la suspension.
Nous pouvons de plus calculer une e´chelle inte´grale temporelle, τ ?, a` partir de la
fonction de corre´lation temporelle des fluctuations de vitesse ρ(τ) = hu′(t)u′(t+ τ)i/hu′2i
(figure 3.23 (a)). On de´finit le temps inte´gral, τ ?, qui repre´sente le temps de corre´lation
caracte´ristique de l’e´coulement, par l’inte´grale jusqu’au premier ze´ro de la fonction de
corre´lation temporelle ρ(τ). On obtient la` aussi, apre`s normalisation du temps par le
temps inte´gral une bonne superposition des courbes (figure 3.23 (b)).
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Figure 3.23 – Fonction de corre´lation temporelle ρ(τ) = hu′(t)u′(t+τ)i/hu′2i en fonction
du temps sans dimension τ/τ ?, τ ? e´tant l’inte´grale jusqu’au premier ze´ro de la fonction
de corre´lation temporelle. Les codes couleur sont  : H = 100 µm ; I : H = 150 µm ;
 : H = 200 µm.
Comme on peut le voir sur la figure 3.24, il se de´gage une tendance line´aire entre τ ?
et le temps caracte´ristique τ˜ calcule´ a` partir de l’entrophie.
Nous allons maintenant e´tudier la distribution de l’e´nergie a` travers les diffe´rentes
e´chelles de l’e´coulement allant de l’e´chelle individuelle a jusqu’a` l’e´chelle inte´grale L?.
Pour cela nous avons calcule´ le spectre d’e´nergie des fluctuations vitesses qui permet
d’avoir une ide´e de la re´partition de l’e´nergie sur les diffe´rentes e´chelles. On de´finit le
spectre d’e´nergie normalise´ S(k) = E(k)/E ′‖ ou` le spectre d’e´nergie, E(k), est obtenu par
l’inte´gration azimutale de la densite´ spectrale d’e´nergie :
E(k) =
ˆ 2pi
0
juˆ′(k)j2kdkθ
ou` uˆ′(k) est la transforme´e de Fourier des fluctuations de vitesses dans le plan des vecteurs
d’ondes k.
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Figure 3.24 – Tendance line´aire entre le temps de corre´lation temporelle τ ? et le temps
de corre´lation base´ sur l’e´nergie et l’entrophie τ˜ = 1/
p
Ω0 .
Le spectre d’e´nergie, repre´sente´ sur la figure 3.25, fait apparaˆıtre trois re´gimes dis-
tincts. Aux petites e´chelles (grands k) il sature sur un plateau de bruit blanc a` partir de
l’e´chelle individuelle des spermatozo¨ıdes tandis qu’aux grandes e´chelles, en dec¸a` de kc, il
pre´sente un second plateau. Les structures de taille supe´rieure a` l’e´chelle inte´grale forment
en effet un oce´an de structures cohe´rentes de´corre´le´es (figure 3.1(a,b)) comme cela a e´te´
pre´ce´demment observe´ (Cisneros et al., 2007, 2008; Wensink et al., 2012; Wensink and
Lo¨wen, 2012; Ryan et al., 2013). Entre ces deux re´gimes, de´limite´s par kc = 2pi/L
? et
ka = 2pi/a, le spectre d’e´nergie des vitesses met en e´vidence une cascade d’e´chelles consis-
tante avec une loi de puissance en k−3 telle qu’illustre´e en pointille´ sur la figure 3.25. L’ana-
lyse statistique de l’exposant du de´clin du spectre obtenu pour chacune des re´alisations
permet d’estimer l’incertitude sur l’ exposant :  3  0.46. Il faut relever qu’une telle loi
de puissance en k−3 s’observe e´galement pour les e´coulements turbulents bidimensionnels.
Ces observations sugge`rent que les corre´lations de vitesse se construisent depuis l’e´chelle
individuelle puis de proche en proche dans l’intervalle [a,L?] pour engendrer des struc-
tures similaires a` des structures turbulentes de plus en plus grandes jusqu’a` atteindre une
taille critique ou` ces structures se de´corre`lent. Cette taille critique est donne´e par l’e´chelle
inte´grale qui, comme cela a e´te´ montre´ dans la section 3.3.2, ne semble pas de´pendre ni
de la profondeur de la chambre de confinement, ni de l’e´nergie cine´tique turbulente, ni
de la dilution (dans la gamme de dilution e´tudie´es dans cette e´tude). Cette e´chelle de
corre´lation apparaˆıt donc comme une proprie´te´ intrinse`que aux nageurs.
Cette observation est d’ailleurs confirme´e par la persistance de la tendance line´aire
meˆme lorsque l’e´nergie de´croˆıt dans le temps comme illustre´ sur la figure 3.26
Avec la dilution, on observe une persistance des structures de grandes e´chelles alors
que les plus petites structures semblent disparaˆıtre. Ces observations sont confirme´es par
le calcul du spectre d’e´nergie des vitesses normalise´ pour diffe´rentes dilutions. Comme on
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Figure 3.25 – Spectre d’e´nergie normalise´ des fluctuations de vitesses S(k) =´ 2pi
0
juˆ′(k)j2kdkθ/E ′‖ en fonction du module du vecteur d’onde (k = jkj) normalise´ par
le nombre d’onde critique kc, dans une e´chelle bi-logarithmique. kc est construit sur
l’e´chelle inte´grale (kc = 2pi/L
?). Ce spectre est la moyenne des spectres de six expe´riences
diffe´rentes en cellule de 100µm. Chaque expe´rience est constitue´e de 2000 champs de
vitesses. Le spectre pre´sente trois re´gimes : k 2 [kc, ka] qui pre´sente une loi de puissance
en k−3 illustre´e par la droite discontinue grise, k > ka qui n’est que du bruit de´corre´le´ et
k < kc qui repre´sente les grosses structures cohe´rentes mais de´corre´le´es montre´es sur la
figure 3.1.
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Figure 3.26 – Relation line´aire entre enstrophie Ω′(t) et e´nergie E ′(t). La relation, tout
comme la valeur de l’e´chelle inte´grale L?, se conserve lors du de´clin de l’e´nergie avec le
temps. Chaque couleur repre´sente une expe´rience diffe´rente et chaque point repre´sente E ′
et Ω′ calcule´s a` un instant t.
peut le constater sur la figure 3.27, lorsque la dilution augmente, l’e´nergie contenue aux
petites e´chelles (grands k) diminue alors que l’e´nergie contenue dans les grandes e´chelles
(petits k) augmente. On en de´duit que la dilution contribue a` la re´duction des corre´lations
de vitesse aux petites e´chelles et que cette re´duction permet juste un maintien en l’e´tat
des grandes structures avec de moins en moins d’activite´ en leur sein.
Notons aussi que la dilution re´duit de fac¸on non ne´gligeable l’aspect texture´ des images
en contraste de phase permettant l’observation des structures turbulentes dans la suspen-
sion (figure 3.28). Cela rend plus difficile le calcul PIV base´ sur les corre´lations de la
texture de l’image. Dans plusieurs cas il nous a e´te´ difficile d’effectuer le traitement PIV
pour des e´chantillons dilue´s, les champs de vitesse de´crivant assez mal l’e´coulement. Face a`
ces difficulte´s, nos statistiques sur les re´sultats du spectre en dilue´ sont moins importantes
que celle sur les e´chantillons purs.
3.3.4 Structure quasi-bidimensionnelle de l'ecoulement
La superposition des lignes de courant et des isocontours de vorticite´ (figure 3.20) fut le
premier signe qui nous laissa penser que l’e´coulement observe´ e´tait quasi-bidimensionnel.
Nous avons donc e´tudie´ de fac¸on plus approfondie cet aspect en comparant d’une part
l’e´nergie cine´tique turbulente dans le plan (x, y) a` celle selon la troisie`me direction et
d’autre part la distance curviline´aire moyenne des particules a` la profondeur de champ
du syste`me optique.
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Figure 3.27 – Spectre d’e´nergie des fluctuations de vitesses pour les diffe´rentes dilutions
d’une semence de concentration 4.4 109 cells/ml. Le spectre S(k) est en fonction du module
du vecteur k.  pour la semence pure ; I pour la dilution 2 et  pour la dilution
4.
(a) (b) (c)
Figure 3.28 – Perte progressive de contraste sur l’image au fur et a` mesure qu’on dilue.
(a) E´chantillon pur, (b) dilution  2, (c) dilution  4.
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Rapport des energies cinetiques turbulentes horizontale et verticale
Nous avons tout d’abord estime´ l’e´volution de l’e´nergie cine´tique moyenne
E‖ = hjuj2/2i = h(u2 + v2)/2i
dans le temps. De manie`re ge´ne´rale, l’e´nergie cine´tique turbulente diminue au cours du
temps cependant la de´croissance est tre`s ine´gale selon les expe´riences et peut atteindre
certaine fois 70% au bout d’une acquisition de 40s comme on peut on peut le constater
sur la figure 3.29 (courbe bleue).
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Figure 3.29 – De´croissance de l’e´nergie cine´tique turbulente au cours du temps pour
diffe´rentes expe´riences.
Pour estimer l’e´nergie cine´tique verticale, on calcule la divergence de l’e´coulement. Du
fait de l’incompressibilite´ de la suspension, la divergence dans le plan (x, y) s’e´crit :
div u′ =  ∂zw′, (3.2)
avec w′, la fluctuation de vitesse dans la troisie`me direction. En inte´grant (3.2) dans la
direction z sur [z =  ∆/2, z = +∆/2] avec ∆ la profondeur de champ du microscope
et en supposant que le champ de vitesse obtenu par PIV dans le plan x = (x, y) est une
moyenne sur la profondeur de champ on obtient :
div
ˆ /2
−/2
u′ dz =  δw′, (3.3)
ou` δw′ = w′(+δ/2)  w′( δ/2) est la fluctuation de la composante verticale de la vitesse
sur la profondeur de champ δ. L’e´nergie cine´tique turbulente suivant z se de´finit alors
par :
E ′w = hjδw′j2/2i
En comparant E ′w et E ′‖ moyenne´es sur un peu plus de 2000 images et pour six expe´riences
diffe´rentes on obtient :
E ′w/E ′‖ = 8  10−3,
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ce qui conduit a` un rapport des fluctuations de vitesse dans le plan (x, y) et selon la
direction z :
jw′j/ju′j  1/12
typique des e´coulements quasi-bidimensonnels.
Excursion horizontale et verticale des particules
L’observation pre´ce´dente est par ailleurs confirme´e par l’analyse des trajectoires des
traceurs lagrangiens mesure´es par PTV. Graˆce au suivi par PTV des particules fluores-
centes, dilue´es dans la semence (a` une fraction volumique de 1.2 10−5), nous pouvons
reconstituer leurs trajectoires (figure 3.11). Puis nous calculons la distance curviline´aire
`2D qu’elles ont parcourue dans le plan (x, y) avant qu’elle ne sortent de la zone opti-
quement accessible c’est a` dire le plan focal  la profondeur de champ. La moyenne, sur
toutes les particules de´tecte´es, de la distance parcourue est estime´e a` :
`2D = 356 80µm,
une valeur bien plus grande que la profondeur de champ estime´e du syste`me optique
δ = 25 10µm. Le rapport
δ/`2D  1/12
est en tre`s bon accord avec le rapport calcule´ pour les fluctuations de vitesse.
jw′j/ju′j  1/12.
On vient donc d’apporter deux arguments l’un base´ sur l’e´tude des champs de vitesse
mesure´s par PIV et l’autre base´ sur les trajectoires des traceurs passifs qui ont e´te´ me´lange´s
a` la semence pour appuyer l’hypothe`se de la quasi-bidimensionnalite´ de l’e´coulement. Un
autre argument de´veloppe´ ci-dessous en faveur de cette hypothe`se est base´ sur la loi de
se´paration des paires de particules dans l’e´coulement.
3.3.5 Loi de separation de paires
Une pre´diction inte´ressante des e´coulements turbulents, est lie´e a` la loi dite de se´paration
de paires, e´galement appele´e dispersion relative (Batchelor, 1952; Babiano et al., 1990)
qui relie la vitesse relative de paires de particules a` leur distance de se´paration. Cette loi
est diffe´rente selon la nature tridimensionnelle ou bidimensionelle de la turbulence (Ba-
biano et al., 1990). Dans le cas d’une turbulence 3D de Kolmogorov, la vitesse relative
moyenne, V , pour chaque paire de particules (p, p′) qui s’e´crit V 2 = hjvp   vp0 j2i (section
3.2.3) varie avec la distance, D entre les particules de la paire en suivant la loi (Obukhov,
1941; Batchelor, 1952)
V  D1/3.
Dans le cas d’une turbulence bidimensionnelle associe´e a` une cascade d’enstrophie la
pre´diction devient (Batchelor, 1952; Kraichman, 1966; Babiano et al., 1990).
V  D.
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A` partir du suivi lagrangien des particules (section 3.2.3), nous e´valuons la vitesse relative
d’un grand nombre de paires de particules ( 3 107) pour obtenir un histogramme de la
vitesse relative en fonction de la distance relative D. En calculant la valeur moyenne de
la vitesse de se´paration, V , dans chacune des classes D,D+ δD on peut alors comparer la
loi obtenue expe´rimentalement aux pre´dictions the´oriques. La figure 3.30 met clairement
en e´vidence une relation line´aire entre V et D sur plus d’une de´cade de D. La qualite´
et la robustesse de la loi obtenue repose sur le nombre e´leve´ d’e´ve´nements conside´re´s
pour e´tablir la statistique. La relation expe´rimentale a en effet e´te´ obtenue a` partir de
se´quences de 3000 images, chacune comportant en moyenne 575 particules de´tecte´es. La
tendance line´aire entre V et D est reproductible pour diffe´rentes expe´riences (5 au total).
Cette loi particulie`rement robuste, similaire a` celle observe´e dans le cas d’une turbulence
bidimensionnelle dans le re´gime de cascade d’enstrophie, est en accord avec le spectre
en k−3 que nous avons mis en e´vidence (figure 3.25) et vient conforter l’hypothe`se que
l’e´coulement de spermatozo¨ıdes en chambres confine´es est quasi 2D.
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Figure 3.30 – Vitesse relative V des paires de particules en fonction de leur distance
de se´paration D en e´chelle bi-logarithmique. Cette courbe confirme la pre´diction selon
laquelle V  D. Chaque courbe est un re´sultat du traitement de 3000 images avec 575
particules de´tecte´es en moyenne sur chaque image. Chaque symbole est associe´ a` l’e´jaculat
d’un maˆle diffe´rent ( : Male#1 ;  : Male#2 ; ? : Male#3). La ligne continue indique
la loi de puissance d’exposant 1.05 attestant d’une loi V  D.
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3.4 Discussion
3.4.1 Derivation de loi d'echelle
L’e´laboration d’e´quations continues pour les suspensions actives concentre´es reste en-
core un proble`me ouvert dans la communaute´ (Subramanian and Koch, 2009; Bertin et al.,
2009a; Koch and Subramanian, 2010; Toner and Tu, 1995; Ramaswamy, 2010; Degond
and Motsch, 2008; Degond and Yang, 2010; Degond and Hua, 2013; Degond et al., 2013a;
Bertin et al., 2013; Dunkel et al., 2013b).
Ici, nous fournissons des arguments simples pour expliquer la structure d’un e´coulement
confine´ de suspensions actives. Cette analyse permet notamment de juger si la structu-
ration quasi-bidimensionnelle de l’e´coulement est impose´e par un confinement de type
Hele-Shaw ou par un processus d’auto-structuration en couches fluides superpose´es. Dans
ce qui suit, nous montrons que ce second me´canisme fournit une description cohe´rente avec
les re´sultats expe´rimentaux. Ainsi l’e´chelle de longueur verticale, a, e´gale a` la taille de la
teˆte des spermatozo¨ıdes et plus petite que H sera choisie comme une e´chelle pertinente de
longueur verticale. Nous allons ici explorer l’hypothe`se selon laquelle les couches fluides
d’e´paisseur a glissent horizontalement les unes sur les autres formant ainsi des couches
turbulentes quasi-bidimensionnelles.
La de´rivation bidimensionnelle asymptotique standard des e´coulements de Stokes conduit
aux e´quations de Darcy-Brinkman (Plouraboue´ and Hinch, 2002). Cependant, dans le
cas des suspensions fluides actives le me´canisme de forc¸age provient d’une contrainte
supple´mentaire active, lie´e a` l’influence des stresslets des nageurs actifs sur l’e´coulement.
L’incompressibilite´ du fluide associe´e au champ de vitesse (u, v, w)  (u, w) s’e´crit :
r  (u, v, w) = r‖  u + ∂zw = 0, avec r‖  (∂x, ∂y) (3.4)
En conside´rant l’e´chelle inte´grale L? comme l’e´chelle caracte´ristique des variations dans le
plan (x, y), a comme l’e´chelle caracte´ristique des variations dans la direction z, la vitesse
de nage des spermatozo¨ıdes Us comme l’e´chelle caracte´ristique de vitesse, u  v  Us
l’incompressibilite´ du fluide permet d’e´crire :
w  aUs/L?  Us (3.5)
Ce qui permet de de´finir un petit parame`tre  = a/L?. Des e´coulements de Stokes de fluides
actifs, on obtient l’e´quation macroscopique de conservation de la quantite´ de mouvement
qui gouverne la dynamique de la suspension active sur des e´chelles de longueur et de
temps assez importantes pour des nombres de Reynolds tendant vers ze´ro (Subramanian
and Koch, 2009; Koch and Subramanian, 2010)
µ∆(u, v, w) rp =  r  σE = Cσ0r Q,
Q = hpp  I
3
i (3.6)
σ0 =
3φµUs`
2
4pia3
78
3.4 Discussion
ou` le tenseur d’extra contrainte σE =  Cσ0Q est compose´ de C une constante positive
pour les spermatozo¨ıdes, qui sont des ‘pushers’, Q le stresslet ne´matique moyenne´ sur
toute la distribution des orientations des nageurs, et de σ0 une constante (la contrainte
‘active’) compose´e de deux e´chelles de longueur l’une associe´e a` la teˆte des spermatozo¨ıdes
a et une seconde ` correspondant a` la longueur du flagelle et de φ la fraction volumique.
L’e´chelle du tenseur d’extra-contrainte est donc σE  µUs`2/a3.
En utilisant les longueurs adimensionne´es L?(x˜, y˜, z˜) ainsi que les vitesses adimen-
sionne´es Us(u˜, v˜, w˜), le syste`me (3.4.1) peut s’e´crire, a` l’ordre dominant :
µUs
a2
(∂2~z u˜  ∂~xp˜) = 
µUs`
2
a4
φ (∂~xσ˜~x~x + ∂~yσ˜~x~y + ∂~zσ˜~x~z)
µUs
a2
(∂2~z v˜   ∂~yp˜) = 
µUs`
2
a4
φ(∂~xσ˜~y~x + ∂~yσ˜~y~y + ∂~zσ˜~y~z) (3.7)

µUs
a2
(∂2~z w˜  
1
2
∂~zp˜) = 
2µUs`
2
a4
φ(∂~xσ˜~z~x + ∂~yσ˜~z~y + ∂~zσ˜~z~z),
L’e´chelle de pression est choisie de manie`re a` e´quilibrer, dans le plan et a` l’ordre dominant
(comme en lubrification), les forces visqueuses et les forces de pression. Il vient a` p 
(µUsL
?/a2)p˜. De plus, d’apre`s l’e´quation de quantite´ de mouvement selon z, ∂~zp˜ = 0, la
pression est invariante sur toute l’e´paisseur du confinement. En e´quilibrant les contraintes
visqueuses et le tenseur d’extra-contrainte on obtient, de manie`re identique pour chaque
direction du plan (x, y), la loi d’e´chelle suivante :
  a
2
φ`2
=
a
L?
.
On en de´duit ainsi une estimation de l’e´chelle de longueur horizontale
L?  φ`
2
a
.
Il convient de remarquer que l’e´criture du membre de droite de (3.7) suppose que les
gradients horizontaux d’orientation ∂‖hp‖i sont du meˆme ordre que le gradient vertical
∂zhpiz. Cela indique que l’orientation moyenne est majoritairement dans le plan horizon-
tal (x, y), i.e, hp‖i  hpxi  hpyi  O(1) et tre`s peu dans la direction verticale hpzi  .
L’analyse qui vient d’eˆtre faite est en accord avec plusieurs re´sultats expe´rimentaux
mis en avant pre´ce´demment.
— Le rapport entre la vitesse verticale et la vitesse dans le plan jwj/juj  jwj/jUsj 
a/L?   lequel est aussi e´quivalent au ratio entre les de´placements verticaux et
horizontaux. Expe´rimentalement nous mesurons jwj/juj ' 1/12, ce qui conduit a`
 ' 1/12, et a` L? ' 12a. En prenant a ' 10µm comme dimension typique de la
teˆte du spermatozo¨ıde il vient L? ' 120µm qui est consistant avec les mesures
obtenues a` savoir L? ' 120  150µm.
— L’analyse pre´dit que L? est inde´pendante de la profondeur de confinement H, en
accord avec la faible de´pendance expe´rimentale observe´e (table 3.1).
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— L’estimation de l’e´chelle inte´grale, L?  φ`2/a avec, pour le spermatozo¨ıde de
be´lier, a ' 10µm, ` ' 50µm et φ ' 1/2, pre´dit L? ' 125µm qui est en accord
avec les observations expe´rimentales L? ' 120  150µm.
— Le rapport hpzi/hp‖i    a/L? indique que l’e´coulement est structure´ de fac¸on
pre´fe´rentielle en couches horizontales de faibles e´paisseurs a, ce qui fait penser aux
swarming Liquid Crystals Giomi (2014); Thampi et al. (2014b,a).
Finalement, il est important de rappeler que la de´rivation ci-dessus inclut l’hypothe`se
d’un fort confinement de la suspension ce qui est effectivement le cas pour les expe´riences
effectue´es avec de la semence pure mais n’est plus ve´rifie´e lorsque la semence est dilue´e.
3.4.2 Discussion et perspectives
Nous avons e´tudie´, pour des suspensions actives tre`s denses, les champs de vitesse
obtenus a` partir d’un traitement PIV effectue´ sur la texture du niveau de gris des images
acquises avec un syste`me optique constitue´ d’un microscope en contraste de phase monte´
sur une came´ra rapide. Le type d’analyse est similaire a` celui utilise´ par d’autres e´tudes
expe´rimentales de suspensions actives (Dombrowski et al., 2004; Cisneros et al., 2007; So-
kolov and Aranson, 2012; Wensink et al., 2012). Dans la section 3.2.3 nous avons montre´
que la PIV mesure bien les champs de vitesse de l’e´coulement, moyenne´ sur la profondeur
de champ de notre syste`me optique, en la comparant aux de´placements de traceurs lagran-
giens. L’origine des structures de niveau de gris observe´es sur les images e´tant encore peu
claire, cette e´tape de validation de notre syste`me de mesure e´tait essentielle. Mentionnons
cependant que nous avons des preuves indirectes du lien e´troit entre le signal de contraste
de phase et l’orientation locale des spermatozoides non-axisymetrique.
Nous avons mis en e´vidence un ensemble d’e´le´ments cohe´rents :
— Les lignes de courant se superposent bien aux isocontours de vorticite´.
— Nous avons obtenu, a` partir d’une mesure directe et indirecte, un rapport entre la
vitesse verticale et horizontale (section 3.3.4) e´gal a` 1/12.
— Le ratio des vitesses ainsi trouve´ est e´quivalent au ratio entre la profondeur de
champ du microscope et le chemin moyen parcouru dans le plan horizontal par les
traceurs lagrangiens.
— L’e´chelle inte´grale de l’e´coulement que nous avons mesure´e est largement au dela`
de l’e´chelle individuelle des spermatozo¨ıdes et faiblement corre´le´e a` la hauteur de
confinement (Cf. section 3.3.2).
— On obtient un bon accord entre l’e´chelle inte´grale obtenue a` partir des estimations
cine´matiques L? et celle base´e sur l’extraction des volutes sur les images l? (Cf.
section 3.3.2) .
— Le spectre d’e´nergie des vitesses calcule´ suit la meˆme loi que celui associe´ a` une
cascade d’enstrophie tre`s bien de´crite par une loi de puissance en k−3 (Cf. sec-
tion 3.3.3).
— Nous avons mesure´ la loi de se´paration des paires de particules (Cf. section 3.3.5)
et obtenu une relation line´aire (V  D) entre la vitesse relative de se´paration V
des paires de particules et leur distance de se´paration. Ce re´sultat vient confirmer
la loi de puissance en k−3 trouve´e pour le spectre d’e´nergie des vitesses.
80
3.4 Discussion
— La diminution de la fraction volumique (par la dilution) n’affecte que tre`s peu les
grosses structures turbulentes de l’e´coulement meˆme si on constate une diminution
de l’e´nergie aux petites e´chelles relativement aux grandes.
— Finalement, en utilisant un mode`le assez simple et minimaliste (Cf. section 3.4.1)
pour les suspensions de nageurs actifs dans un fluide Newtonien, on montre que
le choix d’une e´chelle caracte´ristique verticale de l’ordre de la taille des nageurs
conduit a` une e´chelle caracte´ristique horizontale en accord avec les re´sultats expe´ri-
mentaux.
Tous ces arguments viennent e´tayer l’hypothe`se que l’e´coulement s’organise en couches
planes telle une turbulence fortement stratifie´e. Nous pensons de plus que c’est un phe´nome`ne
ge´ne´rique des suspensions actives tre`s denses de nageurs anisotropes. Cette organisation
en couches planes peut s’expliquer par une combinaison des interactions ste´riques, des
me´canismes d’alignement et de la pre´sence des parois. Les suspensions hyper-concentre´es
(proche de la compacite´ maximale), de particules allonge´es autopropulse´es n’ont d’autre
choix que de s’aligner les unes par rapport aux autres a` l’e´chelle individuelle. A` proximite´
des parois, ce me´canisme d’alignement, duˆ aux interactions ste´riques, ne peut se faire que
dans le plan horizontal (pour des parois horizontales). Nous pensons donc que cet aligne-
ment en couches horizontales se propage des parois supe´rieure et infe´rieure vers l’inte´rieur
de la chambre dont les profondeurs sont de l’ordre de 10 a` 20 couches de nageurs. Une
analyse dimensionnelle montre que si l’e´paisseur de ces couches est proche de la taille de
la teˆte d’un nageur a, tel que sugge´re´ par un me´canisme d’alignement duˆ aux interac-
tions ste´riques, alors la pre´diction de l’ e´chelle inte´grale horizontale est en accord avec les
re´sultats expe´rimentaux.
Puisque le me´canisme que nous proposons pour expliquer l’organisation de l’e´coulement
en couches lamine´es est un alignement duˆ a` la re´pulsion ste´rique, nous croyons qu’il peut
exister une analogie entre le syste`me e´tudie´ ici et les syste`mes de suspensions ne´matiques
(e.g. figure 3.31 de Zhou et al. (2005); Giomi (2014)).
Comme mentionne´ pre´ce´demment des e´tudes ante´rieures ont de´ja` fourni des e´claircis-
sements sur les proprie´te´s statistiques des suspensions actives (Cisneros et al., 2007, 2008;
Ryan et al., 2013). Cependant, la plupart des e´tudes ont e´te´ mene´es sur des suspensions
de bacte´ries, a` des fractions volumiques bien plus faibles que dans notre cas (a` l’exception
de Wensink et al. (2012)). En outre, les spectres d’e´nergie des vitesses trouve´s dans ces
e´tudes pre´sentent rarement une tendance robuste et bien identifie´e. Ainsi, Wensink and
Lo¨wen (2012) ont rapporte´ un spectre d’e´nergie de vitesse qui croˆıt aux petits k (grandes
e´chelles) et qui de´croˆıt aux grands k. Cette de´croissance est approxime´e par une loi de
puissance en k−8/3 sur moins d’une de´cade. Celle loi est d’ailleurs tre`s similaire a` la pente
k−3 trouve´e dans notre cas. Cette similarite´ sugge`re que la turbulence observe´es ici est en
fait ge´ne´rique des suspensions actives anisotropes tre`s denses.
Finalement, il est important de rappeler que le sperme de be´lier pre´sente un compor-
tement rhe´ofluidifiant en loi de puissance (voir chapitre 5). Ce caracte`re non-Newtonien
ajoute une complexite´ supple´mentaire aux interpre´tations de nos mesures. Nous croyons
cependant que l’aspect qualitatif de nos re´sultats de´pend faiblement des proprie´te´s rhe´ologi-
ques du fluide. En effet, les interactions ste´riques (a` tre`s courte porte´e) entre des corps al-
81
Chapitre 3 : Turbulence en chambre confine´es
Figure 3.31 – Comportement collectif des bacte´ries dans une solution de cristaux li-
quides. L’encadre´ en vert et B, C ,D montrent des alignements locaux des bacte´ries sur
celles de cristaux liquides. La barre d’e´chelle repre´sente 30 µm (Zhou et al., 2005).
longe´s auto-propulse´s vont ne´cessairement conduire a` un alignement des individus inde´pen-
damment de la rhe´ologie du fluide. Ce me´canisme d’alignement est par ailleurs le principal
processus responsable de cette organisation en couches lamine´es. Ainsi, le sce´nario d’une
organisation en couches sous l’action des interactions ste´riques a` l’origine du comporte-
ment bidimensionnel de l’e´coulement resterait valable et ge´ne´rique des suspensions actives
anisotropes tre`s denses.
Ne´anmoins il est difficile de savoir dans quelle mesure la rhe´ologie du fluide influence la
loi de puissance du spectre d’e´nergie ou la relation de dispersion relative. Une perspective
inte´ressante de cette e´tude serait d’arriver a` comprendre comment la rhe´ologie du plasma
affecte la dynamique que nous observons. Pour cela faut trouver le moyen de conserver
la motilite´ des spermatozo¨ıdes dans un milieu autre que le plasma. Ce qui est difficile a`
re´aliser car meˆme dans le plasma, la motilite´ ne se conserve au maximum qu’une demi-
heure apre`s le pre´le`vement.
3.4.3 Conclusion
Nous avons effectue´ une analyse expe´rimentale de la dynamique collective de semence
fraˆıche confine´e horizontalement dans une chambre par deux lamelles de verre. Le trai-
tement PIV a re´ve´le´ un aspect “turbulent” de l’e´coulement entre deux e´chelles princi-
pales : l’une associe´e a` l’e´chelle individuelle du spermatozo¨ıde et l’autre de´finie par l’e´chelle
inte´grale L?. Une loi de puissance en k−3 du spectre d’e´nergie a e´te´ rapporte´e laquelle est
conforte´e par l’e´tude de la dispersion relative des particules V  D propre a` un spectre
d’e´nergie 2D des vitesses. D’autres indicateurs quantitatifs ont e´te´ aussi rapporte´s tous
consistants avec le fait qu’on est en pre´sence d’un e´coulement similaire a` une turbulence
quasi 2D de suspensions actives tre`s denses.
Ce caracte`re “turbulent” de la semence de be´lier peut, cependant, eˆtre exploite´ pour
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estimer la fertilite´ de la semence de be´lier et remplir ainsi un des objectifs de cette the`se.
Nous pre´senterons donc dans le chapitre suivant l’ide´e que nous avons trouve´e pour va-
loriser la dynamique collectif en terme d’estimation de fertilite´ ovine laquelle ide´e est
extensible a` d’autres espe`ces.
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Chapitre 4
Rotation spontanee du liquide
seminal conne dans une enceinte
annulaire
Sommaire
4.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
4.2 Dispositif experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
4.2.1 Dispositif de micro-uidique et photolithographie . . . . . . . . 87
4.2.2 Dispositif d'acquisition d'images . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
4.2.3 Procedure experimentale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
4.3 Techniques de mesure optique de la vitesse . . . . . . . . . . . 93
4.3.1 PIV 2D et PTV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
4.3.2 PIV 1D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
4.3.3 Comparaison des dierentes techniques : PIV 1D, PIV 2D, PTV 99
4.4 Resultats . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
4.4.1 Eet de la concentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102
4.5 Le modele SOH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
4.5.1 Modele . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
4.5.2 Comparaison du modele SOH avec experiences . . . . . . . . . 111
4.5.3 Regimes Oscillants . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
4.6 Correlation entre Motilite Massale et vitesse de rotation . . 116
4.6.1 Correlation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
4.7 Conclusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117
85
Chapitre 4 : Rotation spontane´e du liquide se´minal confine´ dans une enceinte annulaire
L’e´mergence de structures turbulentes a` partir d’une certaine fraction volumique
dans les suspensions actives a e´te´ observe´e depuis quelques de´cennies comme men-
tionne´ au chapitre 3. De plus, dans une goutte de suspension de bacte´ries confine´e
entre deux lamelles, (Wioland et al., 2013) ont observe´ des structures spontane´es
d’e´coulement avec une rotation au centre de la goutte oppose´e a` celle observe´e sur le
bord de la goutte aplatie. Nous proposons dans ce chapitre de confiner une suspension
active dans un anneau pour e´tudier l’e´mergence de la dynamique collective. Pour les
besoins de l’expe´rimentation un dispositif micro-fluidique a e´te´ conc¸u et a fait l’objet
d’un de´poˆt de brevet Franc¸ais et Europe´en (Degond et al., 2014b). L’e´tude de la
dynamique collective de semence pure et dilue´e dans le dispositif a mis en e´vidence
l’apparition d’une transition de phase qui s’ope`re au dela` d’une fraction volumique
critique Φc. A partir de cette fraction volumique critique, une rotation spontane´e
de la semence associe´e a` une onde propagative se met en place, et perdure pendant
toute la phase active de celle-ci (cela peut durer plusieurs minutes). Nous avons fait
une e´tude expe´rimentale syste´matique de l’apparition de cette rotation spontane´e par
onde propagative, et nous avons aussi compare´/analyse´ ces mesures avec un mode`le
the´orique Self-Organized-Hydrodynamics (SOH) (Degond and Yu, 2015) qui pre´dit
l’apparition de la transition de phase. D’autres re´gimes pre´sentant une dynamique
plus complexe ont aussi e´te´ observe´s : changement de sens de l’oscillation amorties
dans le temps, et pre´sence de modes oscillants sugge´rant la pre´sence d’une seconde
bifurcation (de Hopf) affectant la dynamique stationnaire de l’onde propagative.
Enfin, du point de vue applicatif, il est important de mentionner que ce dispositif
nous a permis d’obtenir des re´sultats tre`s concluants corre´lant la vitesse de rotation
dans l’anneau avec le scoring de mobilite´ massale. Ce dispositif constitue donc une
nouvelle approche inte´ressante pour l’estimation de la fertilite´ d’une semence.
4.1 Introduction
Les liquides biologiques dans des contextes physiologiques sont ge´ne´ralement confine´s,
ce qui peut eˆtre un obstacle a` l’e´coulement en raison de la dissipation visqueuse. Mais par-
fois, lorsqu’un me´canisme actif externe supple´mentaire est implique´, ce confinement peut
au contraire eˆtre un avantage (e.g. les battements micro-ciliaires, les ondes pe´ristaltiques,
l’excre´tion des me´tabolites, etc). Les fluides actifs sont un nouveau champ de recherche ou`
des comportements inattendus ont e´te´ de´couverts (Koch and Subramanian, 2011; Ramas-
wamy, 2010). Dans le cas de suspensions dilue´es de pushers (respectivement pullers), une
baisse (Saintillan, 2010) de viscosite´ apparente (resp. augmentation (Rafa¨ı et al., 2010))
a e´te´ rapporte´e pour une augmentation de la concentration de leur suspension. Pour les
pushers (Lauga and Powers, 2009) et plus pre´cise´ment les spermatozo¨ıdes (Gaffney et al.,
2009; Denissenko et al., 2012; Tung et al., 2014), des observations re´centes ont sugge´re´
que les interactions avec les parois pourraient eˆtre le me´canisme cle´ qui guiderait les
spermatozo¨ıdes tout au long des voies de l’oviducte.
La dynamique collective est exploitable permet de mettre en e´vidence des mouvements
unidirectionnels comme (Bricard et al., 2013, 2015) l’ont montre´ il y n’a pas longtemps
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pour des rouleurs de collo¨ıdes lorsqu’ils sont confine´s entre deux plaques dans un champ
e´lectrique. En outre, une expe´rience re´cente avec des suspensions de bacte´ries a montre´
que des tourbillons peuvent eˆtre ge´ne´re´s par l’influence du confinement sur le fluide actif
(Wioland et al., 2013). Des comportements similaires lie´s a` l’apparition de structures
cohe´rentes de grandes e´chelles dans une goutte de suspension de bacte´ries (Dombrowski
et al., 2004) ou de spermatozo¨ıdes (Riedel et al., 2005; Smyth and Gordon, 1967) ont en
effet e´te´ de´crits il y a de nombreuses anne´es. Pour la semence, l’analyse de la mobilite´
collective (e´galement connue sous le nom Motilite´ Massale MM (de´finie dans la Section 3),
base´e sur l’observation de la dynamique de volutes, a` proximite´ de la ligne de contact
d’une goutte, est utilise´e pour noter la qualite´ des e´jaculats (Smyth and Gordon, 1967).
La note de motilite´ massale est utilise´e depuis longtemps dans les centres d’inse´mination
pour estimer la fertilite´ de la semence (Herman et al., 1947). L’e´mergence d’autres e´tats
collectifs de suspensions actives concentre´es, pilote´es par les effets d’orientation locale,
ont aussi e´te´ rapporte´s (Buhl et al., 2006; Kelley and Ouellette, 2013; Zhang et al., 2010).
Dans cette partie nous mettons en e´vidence qu’un e´chantillon de sperme frais de be´lier
confine´ a` l’inte´rieur d’un anneau (cf figure 4.5) peut pre´senter un mouvement spontane´ de
rotation, robuste et stable dans le temps figure 4.17. Les re´sultats expe´rimentaux mettent
en e´vidence une transition de phase vers une dynamique collective au-dela` d’une concen-
tration critique. De plus un mode`le the´orique macroscopique, base´ sur un processus local
d’alignement des individus “Self-Organized Hydrodynamics” (SOH) permet de pre´dire la
transition vers l’onde propagative stationnaire de rotation observe´e.
4.2 Dispositif experimental
Le dispositif expe´rimental, illustre´ sur la figure 4.1 est constitue´ d’une micro-enceinte
annulaire close dans laquelle est confine´ l’e´chantillon. Une came´ra monte´e sur un micro-
scope a` contraste de phase permet d’observer l’e´coulement qui prend naissance dans ce
syste`me micro-fluidique. Diffe´rentes techniques optiques de mesure de vitesse sont en-
suite mises en place pour analyser quantitativement la dynamique de l’e´coulement. Les
diffe´rents e´le´ments du dispositif expe´rimental sont de´taille´s ci-dessous.
4.2.1 Dispositif de micro-uidique et photolithographie
Les enceintes annulaires ont e´te´ conc¸ues avec diffe´rentes formes et diame`tres avec le
logiciel CleWin. Ce logiciel permet de de´finir toutes les coˆtes ne´cessaires a` sa fabrication.
(Voir figure 4.3). Les masques utilise´s sont en ge´ne´ral des plaques de quartz sur lesquelles
un de´poˆt de chrome formant le motif a e´te´ re´alise´ (cf figure 4.4). Les techniques de fabri-
cation, a` l’aide d’un faisceau d’e´lectrons permettent d’obtenir une pre´cision de l’ordre de
la fraction de micron. Il n’est a priori pas possible de fabriquer un objet avec une pre´cision
ge´ome´trique supe´rieure a` celle du masque.
Ces ge´ome´tries ont ensuite e´te´ fabrique´es a` l’aide d’une technique de photolithogra-
phie optimise´e par la plate-forme de micro-fabrication d’Analyse et d’Architecture des
Syste`mes (LAAS). La technique de photolithographie (Lin et al., 2002; Zhang et al.,
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R1
R2
(a) (b)
Figure 4.1 – (a) Vue de dessous du confinement de la semence dans l’anneau de rayon
exte´rieur et inte´rieur respectif R1 et R2. (b) Coupe transversale de l’anneau (en pointille´s
sur (a)) montrant la largeur w de l’anneau, sa profondeur d ainsi que le film d’e´paisseur
δ entre le confinement et la couche de re´sine.
2000) consiste a` e´clairer a` travers un masque, forme´ de zones opaques et transparentes,
une re´sine photosensible pre´alablement de´pose´e sur un substrat (cf figure 4.2b). C’est une
technique dont la mise en place ne´cessite un environnement bien adapte´ dont la proprete´
est de´cisive sur la qualite´ du re´sultat final compte-tenu des dimensions sub-millime´triques
des objets mis en jeu. En effet, une poussie`re “standard” est de taille microme´trique
et a` tendance a` s’adsorber sur les surfaces. La fabrication des syste`mes micro-fluidiques
est donc effectue´e dans une salle blanche adapte´e pour la micro-fabrication. Les salles
blanches sont utilise´es dans les domaines sensibles aux contaminations environnemen-
tales. La tempe´rature et l’humidite´ sont controˆle´es, l’air ambiant y est filtre´ et recycle´
de fac¸on a` e´liminer le maximum de particules. Afin de pre´venir la pe´ne´tration de divers
polluants (poussie`res, bacte´ries...) depuis l’exte´rieur, la salle est sur-pressurise´e. De plus
pour limiter l’apport de particules par les usagers, l’acce`s a` la salle blanche se fait par
l’interme´diaire d’un sas avec port de combinaison obligatoire.
(a) (b) (c)
Figure 4.2 – Principe de la photolithographie : (a) re´sine en Su8 de type ne´gative place´e
sur le substrat en verre, (b) insolation a` l’UV de la re´sine a` travers le masque, (c) re´sultat
final apre`s rinc¸age et nettoyage de la partie non re´ticule´e.
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Figure 4.3 – Exemple de masque dessine´ avec le logiciel CleWin.
Le polyme`re utilise´ pour la conception de notre syste`me micro-fluidique est le SU-8,
une re´sine photo-sensible de type ne´gative c’est-a`-dire pour laquelle la partie expose´e a` la
lumie`re devient re´ticule´e et la partie non expose´e reste soluble. Celle-ci est de´pose´e par
enduction centrifugation (“spin coating”) sur une pastille de silicium ou de verre com-
mune´ment appele´e wafer. Afin de permettre une observation au microscope un substrat en
verre a e´te´ choisi (figure 4.2a). Pour re´aliser le spin-coating, le wafer est pose´ et maintenu
par de´pression sur un plateau tournant a` haute vitesse, afin d’e´taler la re´sine de fac¸on
uniforme par la force centrifuge. L’e´paisseur de la couche de re´sine de´pose´e de´pend de
plusieurs facteurs : ceux lie´s a` la machine comme la vitesse angulaire (plus elle est grande
plus l’e´paisseur sera fine), le temps de l’ope´ration (plus l’ope´ration est longue plus la
couche est fine ). Les facteurs lie´s au compose´ de´pose´ : quantite´ de´pose´e, viscosite´, masse
molaire etc. Cette technique va permettre de de´poser la couche de re´sine photo-sensible
sur le wafer avec une pre´cision sur l’e´paisseur de l’ordre du micron.
La photo-re´sine est ensuite insole´e sous UV a` travers le masque, permettant a` la
lumie`re de passer uniquement a` l’emplacement des canaux. En rinc¸ant ensuite, la re´sine
qui n’a pas durci, avec un solvant : l’ace´tate de phe´nylmercure ( PMAC) on obtient un
moule du syste`me (figure. 4.2c).
Le wafer est nettoye´ avec une solution de 1-methoxy 2-propyl acetate, puis se´che´. Le
solvant sur la plaque est pre´alablement purge´ avec de l’air afin d’e´viter le plus possible
les impurete´s. le wafer est ensuite nettoye´ une dernie`re fois avec de l’isopropanol pour
faire totalement disparaˆıtre le solvant. On peut alors observer le wafer avec deux types
de microscope, l’un me´canique et l’autre nume´rique, afin d’observer les variations de la
surface sur la plaque. Cela permet de mesurer l’e´paisseur exacte obtenue. La photolitho-
graphie consiste donc a` de´limiter des zones actives dans la re´sine photosensible pour cre´er
des ouvertures sur le substrat. Les autres zones servent alors de couche de protection du
substrat lors du processus de gravure.
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Figure 4.4 – Photo d’un masque.
Des enceintes de diffe´rentes formes (annulaire, carre´, elliptique, stadium...) et de
diffe´rentes dimensions ont e´te´ re´alise´es (figure 4.5). Pour les anneaux, nous avons fait
varier le rayon moyen (0,5 ; 0,75 ; 1 ; 1,5 mm), l’entrefer w (50 a` 200 µm) ainsi que la
profondeur d (25, 60 et 100 µm) en changeant l’e´paisseur de la couche de re´sine SU8
de´pose´e sachant que l’erreur sur l’e´paisseur de la couche de re´sine est d’environ  10 %.
La majorite´ des re´sultats pre´sente´s dans ce chapitre ont e´te´ obtenus avec des en-
ceintes circulaires de rayon exte´rieur R1= 1.1 mm, d’entrefer w= 200 µm et de profondeur
d=100µm. Nous avons ne´anmoins diffe´rents re´sultats de mise en rotation de semence pure
pour des e´paisseurs interme´diaires d=25µm et d=60µm que nous montrons par la suite.
Figure 4.5 – Photo montrant les anneaux de diffe´rents diame`tres et de diffe´rents entrefers.
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4.2.2 Dispositif d'acquisition d'images
Les campagnes d’acquisition d’images mene´es ont e´te´ effectue´es avec un syste`me de
came´ra a` haute re´solution monte´e sur un microscope en contraste de phase. Diffe´rentes
came´ras ainsi que diffe´rents microscopes ont e´te´ utilise´s. Ainsi les premie`res campagnes
expe´rimentales ont e´te´ re´alise´es soit avec la came´ra PCO Dimax (2016  2016 pixels,
1279 im/s en pleine de´finition avec 36Go de me´moire embarque´e, taille de pixels de 11µm
 11µm et une dynamique de 12 bits) ou soit la sCMOS Lavision (2560  2160 pixels,
50 im/s en pleine de´finition avec une taille de pixel de 6.5µm  6.5µm et une dynamique
de 12 bits) monte´es sur un microscope Nikon. La dernie`re campagne a e´te´ effectue´e avec
une came´ra Basler (2048  2048, 180 im/s en pleine de´finition avec une taille de pixels de
5.5µm  5.5µm et une dynamique de 8 bits) monte´e sur un microscope Zeiss axio Scope
A1 avec les objectifs, fre´quences et calibrations indique´s dans le tableau 4.1.
4.2.3 Procedure experimentale
Les expe´riences ont e´te´ mene´es avec du sperme de be´lier fraˆıchement collecte´ par
l’interme´diaire d’un vagin artificiel. Les e´chantillons sont maintenus, dans un bain-marie,
a` une tempe´rature de 37˚ C. Imme´diatement apre`s le pre´le`vement, la motilite´ massale de
chaque e´jaculat est e´value´e par un ope´rateur et quantifie´e a` travers une note allant de 1
a` 5 (voir 1.2.1). La concentration en spermatozo¨ıdes ainsi que les vitesses individuelles de
nage sont aussi mesure´es (paragraphe 4.2.3).
Mesure de la concentration et calcul de la fraction volumique
Pour connaˆıtre la concentration C en spermatozo¨ıdes de la semence on utilise ici un
spectrocolorime`tre (colorimeter 254 de CIBA-CORNING 546 nm, cf figure 4.6) qui fait
une mesure par absorbance. Une gamme d’e´talonnage avec des concentrations connues
de spermatozo¨ıdes (calcule´e a` l’he´matime`tre de thoma) a e´te´ pre´alablement re´alise´e afin
de connaˆıtre quelle absorbance pour quelle concentration. Pour mesurer la concentration
de la semence on fait une dilution de 20 µl de sperme pur dans 4 ml de NACL 0.9%, on
me´lange, on met dans une cuve et on mesure l’absorbance qu’on reporte sur la gamme
d’e´talonnage pour connaˆıtre la concentration.
La fraction volumique Φ est calcule´e sur la base de la concentration et des dimensions
du spermatozo¨ıde. Pour ces derniers, nous n’avons pris en compte que les dimensions
de la teˆte que nous avons suppose´e ellipso¨ıdale de re´volution (grand axe : 6µm, petit
axe : 4µm, e´paisseur : 2µm). On calcule le volume d’une teˆte qu’on multiplie par le
nombre d’individus contenu dans l’enceinte (estime´ a` partir de la concentration) divise´
par la capacite´ de l’enceinte. Notons qu’il existe une petite incertitude sur la mesure de
la concentration car l’absorbance de lumie`re sur laquelle est base´e la mesure peut aussi
prendre en compte les prote´ines contenues dans la semence ce qui surestime parfois la
concentration mesure´e.
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Figure 4.6 – Photo montrant le colorime`tre utilise´ pour la mesure de la concentration .
Mesure de la vitesse individuelle
Pour chaque e´chantillon, une vitesse re´fe´rence individuelle de nage du spermatozo¨ıde,
V0, est mesure´e en utilisant un syste`me standard appele´ Computer-Assisted Sperm Ana-
lysis (CASA, figure 1.6). Ce dernier, de´veloppe´ par la socie´te´ Hamilton est un syste`me
d’analyse assiste´ par ordinateur, de la dynamique individuelle de nage des spermatozo¨ıdes.
Suite a` l’analyse du mouvement de plus d’une centaine de cellules individuelles, dilue´es
dans une solution isotonique de NaCl, il fournit une estimation de la vitesse moyenne
curviligne note´e V0.
Les milieux de dilution
Par dilution du sperme pur nous pouvons pre´parer des e´chantillons a` diffe´rentes
concentrations. Deux milieux de dilution ont e´te´ utilise´s. D’une part une solution iso-
tonique de NaCl qui permet de conserver les proprie´te´s osmotiques des nageurs et d’autre
part du plasma se´minal qui permet de conserver les proprie´te´s rhe´ologiques et biologiques
du fluide dans lequel les nageurs e´voluent naturellement. Le plasma de dilution est un
me´lange effectue´ a` partir du plasma issu de diffe´rents pre´le`vements. La proce´dure de
se´paration du plasma et des spermatozo¨ıdes est de´crite dans 5.4.1 .
Mise en place de l'echantillon
A l’aide d’une micro-pipette une goutte de l’e´chantillon est de´pose´e sur l’anneau de
fac¸on a` recouvrir comple`tement le cercle exte´rieur. Sous l’influence des forces capillaires,
l’e´chantillon rempli l’anneau. Une lamelle de verre de 150 µm d’e´paisseur est ensuite
de´pose´e pour recouvrir l’ensemble afin de confiner l’e´chantillon de semence dans l’en-
ceinte annulaire. Afin de pre´venir la pre´sence de bulle d’air entre la lamelle de verre et
l’anneau lors de la “fermeture”, une gouttelette de l’e´chantillon est pre´alablement de´pose´e
sur la lamelle. L’e´paisseur du film re´siduel, δ est de l’ordre de la taille de la teˆte d’un sper-
matozo¨ıde soit  10 µm. Le tout est ensuite place´ sur la plaque thermostate´e a` 37˚ C du
microscope a` contraste de phase et image´ par la came´ra.
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L’utilisation d’une lamelle de verre faisant office de “couvercle” et permettant de confi-
ner verticalement l’e´chantillon dans l’enceinte annulaire s’est ave´re´e essentielle a` l’appa-
rition d’un mouvement collectif de rotation stable, robuste et persistant dans le temps.
Les premie`res expe´rimentations effectue´es sans confinement rendaient la plupart du temps
infructueuse l’observation de ce cette dynamique a` cause du se´chage rapide de la semence
maintenue a` 37 C˚. Dans les rares cas ou` elle se mettait en place, elle ne persistait que
quelques secondes et de´croissait rapidement. De ces difficulte´s expe´rimentales a e´merge´
l’ide´e d’un confinement de la semence dans l’enceinte annulaire par une lamelle de verre.
L’importance du confinement est par ailleurs confirme´e par (Wioland et al., 2013) dans
le cas d’une goutte de suspension de bacte´ries entre lamelles.
Figure 4.7 – Image instantane´e observe´e sous microscope a` contraste de phase et enre-
gistre´e par la came´ra d’un e´chantillon place´ dans une enceinte de 200 µm de largeur.
4.3 Techniques de mesure optique de la vitesse
Trois diffe´rentes techniques optiques de mesure de la vitesse a` partir des images ob-
tenues ont e´te´ utilise´es afin de de´terminer quantitativement la vitesse de la suspension
biologique. Deux techniques “classiques” ont, tout d’abord, e´te´ utilise´es : la PIV (Particle
Image Velocimetry) 2D et la PTV (Particle Tracking ve´locimery) pour validation croise´e
de l’objectivite´ de la mesure. De plus, dans un objectif d’application sur le terrain de ce
dispositif expe´rimental il e´tait essentiel de de´velopper un outil rapide, fiable et automa-
tique donnant acce`s a` la vitesse azimutale. Nous avons de´veloppe´ et imple´mente´,au cours
de cette e´tude, une technique de ve´locime´trie 1D (PIV 1D). Les trois techniques (PIV 2D,
PTV, PIV 1D) sont de´taille´es ici.
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couple came´ra - microscope re´solution µm  µm Grossissement Fre´quence (Hz)
PCO Dimax - Nikkon Diapshot 1.0891.089  4 50
sCMOS Labvision - Nikkon Diapshot 1.571.57  4 50
came´ra Basler - Zeiss axio Scope A1 1.141.14  5 50
Table 4.1 – Re´solution spatiale pour les diffe´rents couples came´ra-microscope, le gros-
sissment et les fre´quences d’acquisition.
4.3.1 PIV 2D et PTV
Une technique “standard” de PIV 2D dont le principe est de´crit (voir 3.2.3) est utilise´e
sur les images obtenues. L’algorithme commercial de PIV 2D par corre´lation d’image
DAVISTM est utilise´ pour de´terminer quantitativement le champ de vitesse associe´ au
de´placement du fluide dans l’anneau. Les calculs ne sont pas effectue´s sur la totalite´ de
l’image mais sont restreints a` la zone annulaire (R1 < r < R2). On obtient alors, un champ
de vitesse compose´ d’environ 4600 vecteurs dispose´s aux nœuds d’une grille carte´sienne.
La re´solution spatiale est de´termine´e par la taille de la boite d’identification, qui est,
dans notre cas, 16 pixels  16 pixels. La correspondance en unite´ physique qui de´pend
du couple came´ra-microscope ainsi que du grossissement de l’objectif est indique´e dans le
tableau 4.1.
La technique de mesure de vitesse par suivi Lagrangien de particules (PTV) utilise´e
est identique a` celle de´crite dans 3.2.3). L’identification des particules est effectue´e par
corre´lation de l’image avec l’image d’une particule mode`le (Takehara and Etoh, 1999).
L’appariement des particules entre deux images successives est re´alise´ par un algorithme
de type “plus proche voisin”. Cette approche se justifie car les distances inter-particulaires
sont tre`s grandes devant le de´placement des particules.
4.3.2 PIV 1D
La PIV 1D que nous avons mise en place est une me´thode automatique de mesure de
la vitesse azimutale Vθ(r) a` partir des images acquises. Par contraste avec la PIV 2D qui
donne acce`s au champ de vitesse bidimensionnelle aux nœuds d’une grille, la me´thode de
PIV 1D de´veloppe´e ici est destine´e a` de´terminer une vitesse azimutale unidimensionnelle
Vθ(r). Cette me´thode est particulie`rement adapte´e lorsque le champ de vitesse pre´sente
une faible de´pendance en θ (quasi invariance par rotation). Elle repose sur trois e´tapes
principales :
— De´tection automatique sur l’image des cercles inte´rieur et exte´rieur de l’enceinte
annulaire et de´termination du centre ge´ome´trique
— Interpolation de l’image restreinte a` l’enceinte annulaire sur une grille polaire.
— Calcul du de´placement angulaire ∆θ(r) par une me´thode de corre´lation entre deux
images interpole´es et se´pare´es d’un intervalle de temps ∆t
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Detection des anneaux et determination du centre
Afin de restreindre le traitement de l’image a` la zone annulaire, il est ne´cessaire de
de´tecter les contours interne et externe que le centre ge´ome´trique des anneaux. A partir
de la se´quence d’images It(x, y), ou` t de´signe l’instant auquel est prise l’image et I(x, y)
repre´sente, aux nœuds d’une grille Carte´sienne, le niveau de gris de l’image (l’intensite´
lumineuse). On calcule tout d’abord Im(x, y), l’image moyenne sur les 200 premie`res
images de la se´quence (figure 4.8 (b)). Cela permet de se de´barrasser des composantes
mobiles de l’image. On contraste alors mieux le disque interne de l’anneau dont le bord
marque la limite de l’enceinte. Une analyse de´taille´e des niveaux de gris de l’image ainsi
obtenue montre que les bords de l’anneau sont parmi les zones des plus sombres. Im(x, y)
est alors binarise´e par seuillage pour obtenir une image uniforme´ment blanche, sauf a`
l’endroit des bords des anneaux (figure 4.8 (c)). On de´tecte alors les bords du domaine
graˆce a` une transforme´e de Hough ge´ne´ralise´e de l’image seuille´e qui permet de mettre en
e´vidence la pre´sence d’arc de cercles dans une image binaire, caracte´rise´e par un nombre
fini de parame`tres (centre, diame`tre). Ceci a e´te´ imple´mente´ sous Matlab R© en utilisant
la fonction imfindcircles qui fournit une estimation pre´cise du centre et du rayon interne
(figure 4.8 (d). Le cercle externe est ensuite de´fini connaissant la position du centre ainsi
que la largeur de l’anneau.
Interpolation
Afin d’interpoler l’image initiale on de´finit une grille polaire re´gulie`re avec r 2 [R1, R2]
et θ 2 [0, 2pi]. La discre´tisation dans la direction radiale est identique a` la discre´tisation
de la grille carte´sienne de l’image I soit ∆r = ∆x. On fixe a` 5000 le nombre de nœuds
dans la direction azimutale soit ∆θ = 2pi/(5000  1)
Chaque image It(x, y) de la se´quence est ensuite interpole´e sur la grille polaire par une
interpolation biline´aire. On noteGt(r, θ) l’image ainsi obtenue. La me´thode d’interpolation
biline´aire est une me´thode qui a` l’avantage d’eˆtre robuste et relativement peu couˆteuse
en temps de calcul. Elle n’utilise en effet que les quatre voisins du points ou l’information
doit eˆtre interpole´e et se re´duit pour chaque point de la grille polaire a` l’inversion d’une
matrice 4 x 4. Il s’agit ne´anmoins de l’e´tape la plus couˆteuse de l’algorithme de PIV
1D, et pourrait eˆtre optimise´e (en calcul vectoriel ou paralle`le) si ne´cessaire pour gagner
en rapidite´. Dans le plan (r, θ) l’image de l’enceinte annulaire (figure 4.9) prend donc la
forme d’un canal dont la longueur de´crit un tour complet de l’anneau et la largeur celle
de l’anneau comme illustre´ sur la figure 4.10.
Calcul de la vitesse
La mesure du champ de vitesse unidimensionnelle Vθ(r) se fait par de´termination du
maximum de corre´lation entre l’image It(x, y) et l’image It+t(x, y) tourne´e d’un angle
φ. On conside`re pour cela les images interpole´es Gt(r, θ) et Gt+t(r, θ) espace´es d’un
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(a) (b)
(c) (d)
Figure 4.8 – (a) : Instantane´ de la se´rie d’images sur laquelle le contour de l’anneau
sera de´tecte´. (b) Image moyenne de la se´rie. (c) Image re´sultante du seuillage de l’image
moyenne avec les bords interne et externe de l’anneau. (d) Image moyenne avec la de´tection
des bords interne et externe de l’anneau en rouge.
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Figure 4.9 – Image d’anneau interpole´ sur la figure 4.10.
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Figure 4.10 – Re´sultat de l’interpolation de l’image de la figure 4.9. Le bord inte´rieur
est en bas et le bord exte´rieur en haut.
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intervalle de temps ∆t. Pour chaque r (R1 < r < R2) on calcule l’inter-corre´lation entre
Gt(r, θ) et Gt+t(r, θ) note´e C(r, φ) et de´finie par le produit de convolution suivant :
Ct(r, φ) =
ˆ
Gt(r, θ)Gt+t(r, θ   φ)dθ (4.1)
Afin de re´duire le temps de calcul, l’inter-corre´lation est e´value´e dans l’espace de Fourier
kθ re´ciproque de la variable θ en utilisant un algorithme de transforme´e de Fourier rapide
(FFT). Cette ope´ration se re´sume alors a` une simple multiplication des transforme´es de
Fourier. On a en effet :
C˜t(r, kφ) = G˜t(r, kθ)G˜
∗
t+t(r, kθ) (4.2)
ou` G˜(r, kθ) est la transforme´e de Fourier, dans la direction θ, de la fonction G(r, θ), kθ le
nombre d’onde associe´ a` θ et ∗ repre´sente le complexe conjugue´. On utilise alors une FFT
inverse pour calculer Ct(r, φ). A chaque rayon, r, le de´placement angulaire global le plus
probable ∆θ(r) correspond au maximum de corre´lation :
Ct(r,∆θ(r)) = maxfCt(r, φ)g. (4.3)
On convertit alors les de´placements en une vitesse dont le signe donne le sens (signe
ne´gatif dans le sens indirect et positif dans le sens direct).
Vθ(r) = r
∆θ(r)
∆t
(4.4)
On de´finit la vitesse de rotation moyenne sur l’ensemble de l’enceinte annulaire, V¯θ, par
inte´gration radiale de Vθ(r) :
V¯θ =
ˆ R2
R1
Vθ(r)dr (4.5)
Il faut garder a` l’esprit que la longueur de l’image interpole´e, G(r, θ) (typiquement de
5000 pixels) repre´sente un tour complet dans l’anneau. En faisant la moyenne dans la
direction radiale, nous obtenons une estimation robuste et pre´cise de la vitesse moyenne
de rotation V¯θ
Rejet des faux maxima
Quel que soient les images conside´re´es, meˆme en l’absence de mouvement, il existe
toujours un maximum a` la fonction d’inter-corre´lation. Cependant ce maximum peut tout
simplement eˆtre la conse´quence de la non uniformite´ des images ou du bruit expe´rimental.
Il ne correspond pas ne´cessairement a` un mouvement de rotation d’ensemble. Il est donc
important de ne conside´rer que les re´sultats pertinents et de rejeter les “faux maxima”.
On conside`re pour cela l’importance de l’amplitude du pic principal par rapport au pic
secondaire. Si ce pic principal ne de´passe pas v 1, 5 fois l’intensite´ du pic secondaire, il
ne se de´marque pas clairement et on ne prend pas en compte le de´placement qu’il semble
indiquer.
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Resolution sub-pixel par regression gaussienne
Le signal Gt(r, θ) e´tant discret et e´value´ aux nœuds de la grille polaire, la fonc-
tion d’inter-corre´lation, Ct(r, φ), est aussi un signal discret. Le de´placement angulaire
de´termine´ a` partir de la position du maximum de Ct(r, φ) est alors un nombre entier de
mailles de la grille polaire. Afin d’accroˆıtre la pre´cision sur le de´placement angulaire au dela`
de la re´solution donne´e par la grille polaire, on interpole localement le pic de corre´lation
par une fonction gaussienne continue Ct(r, φ)=a exp( b(φ   φ0)2). Le de´placement an-
gulaire ∆θ(r) est alors donne´ par φ0. Les trois parame`tres a, b et φ0 sont de´termine´s
par une re´gression gaussienne (Nobach and Honkanen, 2005). Cette technique rapide et
peu couˆteuse car explicite, consiste a` de´terminer la courbe de Gauss passant par les trois
points autour du maximum. Le maximum de la courbe interpole´e est situe´ a` une distance
∆x du maximum discret donne´ par :
∆x =
ln(zx−1)  ln(zx+1)
2 [ln(zx−1)  ln(zx) + ln(zx+1)]
ou`, selon les notations de la figure 4.11, on conside`re zx le maximum discret de la fonction
ainsi que les deux voisins zx−1 et zx+1.
Figure 4.11 – Interpolation gaussienne 1D du pic de corre´lation a` partir de trois
e´chantillons discrets
4.3.3 Comparaison des dierentes techniques : PIV 1D, PIV
2D, PTV
Une comparaison de la vitesse angulaire a` un rayon, r donne´, obtenue a` partir des trois
techniques (PIV 1D, PIV 2D, PTV) est illustre´e sur la figure 4.12. Cette comparaison
99
Chapitre 4 : Rotation spontane´e du liquide se´minal confine´ dans une enceinte annulaire
indique un tre`s bon accord entre les diffe´rentes me´thodes. En outre, l’accord entre la
PIV 2D et la PTV indique que le mouvement des textures de niveaux de gris observe´ au
microscope a` contraste de phase (mesure´ par la PIV 2D) et le mouvement re´el du fluide
(mesure´ par PTV) sont identiques. De plus le tre`s bon accord entre les mesures obtenues
par PIV 1D et les deux autres techniques valide la proce´dure et l’algorithme de PIV 1D
(4.3) que nous avons de´veloppe´. De plus, l’algorithme de PIV 1D offre un gain de temps
tre`s important par rapport a` ce qui est fait sur DavisTM . Alors que la mesure de V¯θ pour
une se´quence de 10 images ne´cessite 100 secondes en utilisant un algorithme de PIV 2D,
elle se re´duit a` 13 secondes avec l’algorithme de PIV 1D soit presque 90% de gain en
temps. Ce gain re´duit beaucoup le temps de calcul parce que nous avons plus de 3000
images par acquisition.
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Figure 4.12 – Comparaison de la vitesse angulaire θ˙ = dθ/dt a` un r donne´ dans l’anneau
avec trois diffe´rentes me´thodes : PTV (points bleus), 1D PIV (points rouges) et PIV 2D
avec Davis (Point noir).
4.4 Resultats
Lorsqu’un e´chantillon de sperme frais de be´lier est confine´ a` l’inte´rieur d’un anneau, un
mouvement de rotation d’ensemble, robuste et stable se met en place de fac¸on spontane´e.
Ce mouvement, que l’on peut qualifier d’onde progressive de mode 0, peut apparaˆıtre
indiffe´remment dans les deux sens de rotation (direct ou indirect). Ce mouvement d’en-
semble apparaˆıt tout aussi bien dans une enceinte circulaire que dans une enceinte de
forme carre´e ou elliptique 4.13 ainsi que pour diffe´rentes profondeurs de l’enceinte.
Ne´anmoins, l’amplitude de l’onde, quantifie´e par la vitesse de rotation V¯θ est plus
importante pour une profondeur de l’enceinte de 100 microns, comparativement aux autres
profondeurs teste´es dans cette e´tude (figure 4.14).
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(a) (b)
Figure 4.13 – (a,b) Respectivement enceinte de forme carre´e et elliptique.
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Figure 4.14 – Vitesse de rotation calcule´e pour un meˆme e´chantillon confine´ dans des
anneaux de profondeur 25µm et 100µm. On voit que la vitesse dans les anneaux de
profondeur 100 microns (en bleu) est presque 10 fois plus importante que celle dans les
anneaux de profondeur 25 microns (en rouge).
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En calculant, a` partir des mesures de PIV 2D, la composante azimutale Vθ(r, θ) du
champ de vitesse de la suspension lorsque le mouvement de rotation est e´tabli, nous
n’observons que tre`s peu de variations spatiales le long de l’angle θ. Cette invariance par
rotation est consistante avec l’interpre´tation du phe´nome`ne comme une onde progressive.
En outre, le re´gime de rotation collectif est atteint apre`s une pe´riode transitoire qui de´pend
de la concentration de l’e´chantillon. Pour la semence ovine pure, dont la concentration
varie entre 2 a` 5 milliards de spermatozo¨ıdes par millilitre (des gammes similaires se
retrouvant chez les bovins), la mise en rotation est quasi-instantane´e. Pour un e´chantillon
dilue´, la dure´e du transitoire peut eˆtre de quelques secondes (figure 4.15).
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Figure 4.15 – Mise en rotation pour un e´chantillon de sperme de concentration initiale
0.8 109cm−3, dilue´ deux fois et de Motilite´ Massale 3.5.
Une fois atteinte, la rotation peut eˆtre maintenue pendant quelques dizaines de se-
condes (Cf figure 4.15) voire quelques minutes (Cf figures 4.16- 4.17) ou de´croˆıtre lente-
ment dans le temps, presque line´airement (Cf figure 4.18).
4.4.1 Eet de la concentration
L’e´mergence du mouvement de rotation n’est cependant pas syste´matique. Alors que
l’onde progressive se met en place quasi-instantane´ment pour tous les e´chantillons purs,
elle n’apparaˆıt plus aux dilutions e´leve´es. Cette de´pendance avec la concentration est
la signature d’un effet collectif qui disparait lorsque les interactions entre les cellules
deviennent trop faibles. La mise en rotation spontane´e observe´e dans les are`nes correspond
donc a` la mise en place d’une dynamique collective des spermatozo¨ıdes sous l’influence
des interactions (ste´riques ou hydrodynamiques) entre les individus.
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Figure 4.16 – Mouvement de rotation stable dans le sens direct, persistant pre`s de deux
minutes pour un e´chantillon de concentration 2.96 109cm−3 et de Motilite´ Massale 5. La
vitesse azimutale oscille le´ge`rement autour d’une valeur moyenne de l’ordre de 400 µm/s.
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Figure 4.17 – Mouvement de rotation stable dans le sens indirect persistant pre`s de six
minutes pour un e´chantillon de concentration 3.7 109cm−3 et de Motilite´ Massale 3. La
vitesse azimutale oscille le´ge`rement autour d’une valeur moyenne de l’ordre de 200 µm/s.
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Figure 4.18 – De´croissance progressive de la vitesse de rotation dans le temps pour un
e´chantillon de concentration 2.25 109cm−3 et de Motilite´ Massale 4.
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Nous avons e´tudie´ l’influence de l’intensite´ de ces interactions en faisant varier la
concentration. Pour cela, les expe´riences ont donc e´te´ mene´es avec du sperme dilue´ a`
diffe´rents taux de dilution, dans une gamme de pre`s d’une de´cade. La rhe´ologie pouvant
jouer un roˆle important dans l’e´mergence des comportements collectif dans les fluides
actifs (Rafa¨ı et al., 2010), deux milieux de dilution, aux proprie´te´s me´caniques distinctes,
ont e´te´ teste´s. D’une part une solution isotonique de NaCl qui permet de conserver les
proprie´te´s osmotiques des nageurs et d’autre part du plasma se´minal qui conserve les
proprie´te´s rhe´ologiques et biologiques du milieu de nage naturel des spermatozo¨ıdes.
Dilution dans du Plasma seminal
Le plasma de dilution est un pool ; c’est-a`-dire un me´lange effectue´ a` partir du plasma
de diffe´rents pre´le`vements. Il a e´te´ obtenu par centrifugation de semence et pre´le`vement du
surnageant. Pour plusieurs e´jaculats, la vitesse de rotation V¯θ a` e´te´ mesure´e en fonction
de la concentration. On observe clairement sur la figure 4.19 une transition de phase
d’un e´tat isotrope, a` faible concentration, ou` aucune rotation n’est observe´e vers un e´tat
collectif, caracte´rise´ par une mise en rotation, passe´ une concentration critique, Cc. Au-
dela` du seuil, la vitesse de l’onde progressive croˆıt avec la concentration. On observe
toutefois que le seuil varie d’un e´chantillon a` un autre, ce qui n’est pas surprenant e´tant
donne´e la complexite´ de la suspension biologique e´tudie´e. Une interpre´tation simple de
cette variabilite´ du seuil pour diffe´rents e´chantillons pourrait eˆtre lie´e a` la fraction de
spermatozo¨ıdes mobiles (qui n’est pas de 100%). Il est cependant difficile de donner des
ve´rifications expe´rimentales convaincantes de cette interpre´tation, et d’autres e´le´ments
peuvent rentrer en ligne de compte : variabilite´ de la viscosite´ du plasma, polydispersite´
des tailles des cellules, etc.
Pour chaque e´chantillon, la vitesse curviline´aire de nage individuelle mesure´e par
CASA (Section 4.2.3), V0 ainsi que la fraction volumique de spermatozo¨ıdes actifs, Φ
sont e´value´es. Ces donne´es permettent notamment de comparer l’efficacite´ de la dyna-
mique collective par rapport a` celle de la nage individuelle. La figure 4.20 sur laquelle
est trace´e V˜θ =< V¯θ >t /V0 pour diffe´rentes valeurs de Φ montre que pour des fractions
volumiques supe´rieures a` 40%, la vitesse de rotation peut atteindre jusqu’a` trois fois la
vitesse individuelle. Les effets collectifs favorisent donc la vitesse de progression.
Dilution dans la solution isotonique de NaCl
Les re´sultats obtenus en effectuant la dilution dans une solution de NaCl sont illustre´s
sur la figure 4.21. Bien que les deux re´gimes pre´ce´demment observe´s soient a` nouveaux
pre´sents, la transition semble bien moins marque´e. De plus, au dela` de la fraction volu-
mique critique l’amplitude de l’onde progressive ne croˆıt pas toujours avec Φ contrairement
a` ce qui a e´te´ observe´ lorsque la dilution est effectue´e dans du plasma se´minal.
L’influence du milieu diluant sur la dynamique collective est aussi illustre´e sur la
figure 4.22 repre´sentant, pour les deux milieux diluants, les profils radiaux de vitesse
azimutale V˜θ(r) a` diffe´rents taux de dilution.
Dans le cas du plasma se´minal, le profil bouchon observe´ est consistant avec le pro-
fil attendu d’un fluide rhe´o-fluidifiant pour lequel l’exposant du mode`le d’Oswald n est
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Figure 4.19 – Vitesse de rotation pour diffe´rentes concentrations en spermatozo¨ıdes
dans le cas d’une dilution dans du plasma se´minal. Chaque couleur est associe´e a` un
e´chantillon.
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Figure 4.20 – Vitesse de rotation adimensionne´e par la vitesse curviline´aire V˜θ = V¯θ/V0
et moyenne´e dans le temps pour diffe´rentes fractions volumiques dans le cas d’une dilution
dans du plasma se´minal. Chaque couleur correspond a` un e´jaculat diffe´rent.
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Figure 4.21 – Vitesse de rotation adimensionne´e par la vitesse curviline´aire V˜θ = V¯θ/V0
et moyenne´e dans le temps pour diffe´rentes fractions volumiques dans le cas d’une dilution
dans une solution de NaCl. Chaque couleur correspond a` un e´jaculat diffe´rent.
infe´rieur a` un (pour rappel nous avions trouve´ au chapitre 5 n = 0.27  0.005 pour le
plasma se´minal).
Au dela` de l’aspect ge´ne´ral des profils, on note que dans le cas de la dilution dans du
plasma se´minal (figure 4.22 (b)), l’amplitude de V˜θ(r) croˆıt de fac¸on monotone avec la
fraction volumique alors qu’aucune tendance claire entre vitesse et concentration n’est ma-
nifeste lorsque la dilution est effectue´e dans une solution de NaCl (figure 4.22 (a)). Dans ce
dernier cas, la vitesse azimutale au centre du canal est par exemple supe´rieure pour une di-
lution de 1.5 que pour l’e´chantillon pur. L’ensemble des diffe´rences observe´es entre NaCl
et plasma se´minal met en e´vidence la forte influence du milieu diluant sur la dynamique
collective des spermatozo¨ıdes. Il est cependant de´licat de savoir si ces diffe´rences sont a`
attribuer a` des proprie´te´s rhe´ologiques ou biologiques (comme par exemple la pre´sence de
certaines prote´ines) du plasma se´minal. Il semble cependant naturel de penser que l’aug-
mentation de la vitesse dans une gamme de dilution mode´re´e dans l’eau tamponne´e peut
s’expliquer par un effet hydrodynamique : d’une part la viscosite´ de la suspension dilue´e
diminue (car l’eau tamponne´e est bien moins visqueuse que le plasma se´minal) ce qui faci-
lite la nage, et d’autre part la concentration de la suspension reste suffisamment forte pour
que l’activite´ des nageurs reste efficace. Ce qui est gagne´ coˆte´ fluide, n’est pas trop perdu
du cote´ des effets collectifs, et au final une dilution mode´re´e dans l’eau favorise la nage
collective de la suspension active. Il faut toutefois nuancer cette interpre´tation avec le fait
que les mode`les hydrodynamiques de nage individuelle avance´s dans la litte´rature (Gray
and Hancock, 1955; Brokaw, 1970; Keller and Rubinow, 1976a; Johnson and Brokaw,
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1979; Fulford et al., 1998; Friedrich et al., 2010) (utilisant l’approximation de Resistive
Force Theory 1.1.2) ne pre´voient pas de de´pendance de la vitesse de nage individuelle avec
la viscosite´ du fluide environnant. Mais la pertinence d’une analyse individuelle reste bien
suˆr putative dans ce contexte de nage collective.
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Figure 4.22 – Comparaison du profil de vitesse pour des dilutions dans du plasma
se´minal (a) MM = 4.8 et une concentration C= 3.53 109 cm−3 et dans du NaCl (b) MM
= 3.5 et une concentration C= 0.8 109 cm−3. Les profils pre´sentent un caracte`re de type
bouchon et les valeurs de la vitesse au centre de l’anneau semblent plus cohe´rentes lorsque
la dilution s’effectue dans du plasma se´minal que dans la solution isotonique de NaCl.
L’e´mergence de la dynamique collective s’observe au dela` d’une fraction volumique de
30%. A` de telle concentration, compte tenu de la ge´ome´trie des spermatozo¨ıdes (taille
typique de la teˆte : 6µm, longueur du flagelle typique est 50 µm) chaque individu est
en contact e´troit avec ses voisins. Les interactions ste´riques sont alors dominantes et
ont tendance a` aligner chaque individu sur ses voisins (Peruani et al., 2006), imitant le
processus d’interaction d’alignement propose´ par Vicsek (Vicsek et al., 1995). Pour des
individus autopropulse´s, (Vicsek et al., 1995) a par ailleurs observe´ et e´tudie´ la transition
de phase vers une orientation collective et a montre´ qu’elle est associe´e a` la rupture de
syme´trie de l’e´tat isotrope de´sordonne´ ou chaotique.
En raison de cette densite´ importante des cellules ( 5.109 cm3), la transition de
phase est ici mode´lise´e par un mode`le continu, de type Self-Organized hydrodynamique
(SOH) qui fournit une description macroscopique des syste`mes de particules obe´issant au
principe d’alignement de Vicsek (Vicsek et al., 1995).
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4.5 Le modele SOH
4.5.1 Modele
La phe´nome´nologie des suspensions actives, malgre´ les efforts fournis durant les dernie`res
de´cennies, est encore mal comprise sur le plan quantitatif. Les e´quations qui peuvent don-
ner une description, meˆme minimaliste du phe´nome`ne restent encore ouvertes, meˆme si
diffe´rentes propositions ont e´te´ faites. En effet, durant les dernie`res anne´es, un nombre
conside´rable de mode`les continus ont e´te´ propose´s (Ramaswamy, 2010), (Pedley, 2010),
(Baskaran and Marchetti, 2009), (Wolgemuth, 2008), (Saintillan and Shelley, 2008a),
(Aditi Simha and Ramaswamy, 2002) mais leur confrontation expe´rimentale est encore peu
de´veloppe´e. Afin de mieux comprendre les principes d’ordre ge´ne´raux qui re´gissent les sus-
pensions actives (Vicsek and Zafeiris, 2012), il est ne´cessaire d’identifier des mode`les mini-
maux tractables qui non seulement capturent les me´canismes d’instabilite´ essentielle mais
aussi permettent une comparaison quantitative avec des re´sultats expe´rimentaux. Des phy-
siciens ont propose´s des mode`les phe´nome´nologiques se basant sur des de´veloppements
de faible amplitude et des conside´rations de syme´tries pour une transition de phase a`
la Landau (Dunkel et al., 2013a) ou des de´veloppements plus the´oriques a` partir des
e´quations cine´tiques de Boltzmann (Bertin et al., 2009b). D’autres de´rivations the´oriques
comme la Self Organized Hydrodynamique (SOH) et ses variantes, beaucoup plus assises
mathe´matiquement, ont aussi e´te´ propose´es (Degond et al., 2011, 2013b; Degond and Hua,
2013). Le mode`le SOH pre´dit notamment la transition de phase d’un e´tat isotrope vers
un e´tat de dynamique collective observe´ expe´rimentalement.
Le mode`le de Vicsek (Vicsek et al., 1995) conside`re un ensemble de particules auto-
propulse´es, se de´plac¸ant a` une vitesse constante et s’alignant sur la direction moyenne de
ses voisins. Une composante ale´atoire sur l’orientation de la particule vient de plus pertur-
ber le processus d’alignement. Sa validite´ a e´te´ de´montre´e sur le plan phe´nome´nologique
pour les particules actives allonge´es sujettes a` des interactions ste´riques (Peruani et al.,
2006), ce qui est le cas des spermatozo¨ıdes, en raison de leur densite´ extreˆmement e´leve´e.
Cette densite´ e´leve´e empeˆche l’utilisation des me´thodes de champ moyen traditionnelle-
ment employe´es pour des suspensions de faibles densite´s (Saintillan and Shelley, 2008a).
Comme l’approche du mode`le SOH vise plus une description plus qualitative qu’une com-
paraison quantitative avec les re´sultats expe´rimentaux, le roˆle du fluide dans lequel les
particules e´volue est ne´glige´. Contrairement aux pre´ce´dents travaux (Toner and Tu, 1995)
fonde´s sur des conside´rations de syme´trie, le mode`le SOH est de´rive´ de l’hypothe`se que
les e´chelles spatio-temporelles du syste`me sont grandes compare´es a` celles des particules
individuelles ce qui est le cas ici.
On de´finit n(rθ, t), la densite´ locale n(rθ, t), c’est-a`-dire le nombre de spermatozo¨ıdes
par unite´ de volume et Ω(x, t) la vitesse normalise´e des spermatozo¨ıdes a` la position x
(dans le plan) et au temps t, le mode`le SOH s’e´crit :
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∂tn+r  (c1nΩ) = 0, (4.6)
n [∂tΩ + c2(Ω  r)Ω] +DP
?rn = 0, (4.7)
jΩj = 1, (4.8)
ou` c1, c2 et D sont des coefficients du mode`le, de´pendant e´ventuellement de la densite´
n. P
? est l’ope´rateur de projection normale a` Ω, i.e. P
?rn = rn  (rn  Ω)Ω.
L’e´quation (4.6) repre´sente l’e´quation de conservation de la masse et V = c1Ω la vitesse
moyenne d’un spermatozo¨ıde. L’e´quation (4.7) de´crit le transport de la vitesse moyenne
normalise´e Ω(x, t). Ce transport re´sulte de :
— la convection par la vitesse d’e´coulement (le terme c2(Ωr)Ω). En ge´ne´ral la vitesse
de convection c2 est diffe´rente de celle de l’e´coulement d’un facteur c2/c1 6= 1.
— l’influence du gradient de pression (le terme P
?rn). Graˆce a` la pre´sence de P
?
devant le terme de gradient de pression, la contrainte de normalisation sur Ω (Equa-
tion. 4.8) est satisfaite a` tout instant, du moment ou` elle est satisfaite a` l’instant
initial.
D’apre`s (Degond and Hua, 2013), le mode`le SOH fournit une description macrosco-
pique d’un syste`me de particules actives obe´issant au processus d’alignement a` la Vicsek
(Vicsek et al., 1995). Du fait de la pre´dominance des effets ste´riques, le roˆle du fluide
se´minal est ne´glige´ dans ce mode`le. Du fait de l’auto-propulsion des particules, ce mode`le
ne respecte pas la conservation de la quantite´ de mouvement (due a` l’activite´) ni l’inva-
riance Galile´enne. C’est la raison pour laquelle c2/c1 6= 1. Des hypothe`ses similaires ont
pre´ce´demment e´te´ utilise´es dans d’autres mode`les macroscopiques de particules actives
(Tu et al., 1997).
Pour reproduire la ge´ome´trie expe´rimentale de l’anneau, on conside`re le mode`le SOH
(4.6)-(4.8) dans un domaine annulaire a` deux dimensions. On choisit alors des coordonne´es
polaires (r, θ) 2 (R1, R2)  (0, 2pi) (Cf figure 4.1) (a) avec r = jxj, θ l’angle polaire, R1,
R2 e´tant respectivement les rayons interne et externe de l’anneau. On conside`re (er, eθ)
la base locale associe´e au repe`re polaire choisi. On a alors :
n = n(r, θ, t) (4.9)
Ω = Ω(r, θ, t) = cosψ(r, θ, t) er + sinψ(r, θ, t) eθ (4.10)
ou` ψ(r, θ, t) est l’angle entre er et Ω. Dans ce syste`me de coordonne´es cylindriques (r,θ,
ψ), le mode`le SOH (4.6)-(4.8) s’e´crit :
∂tn+
1
r

∂
∂r
(c1rn cosψ) +
∂
∂θ
(c1n sinψ)

= 0, (4.11)
n

∂tψ + c2

cosψ
∂ψ
∂r
+
sinψ
r
∂ψ
∂θ
+
sinψ
r

+
D

cosψ
r
∂n
∂θ
  sinψ∂n
∂r

= 0. (4.12)
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Les conditions aux limites sont de´finies de telles sorte que Ω soit tangent aux cercles
interne et externe du domaine annulaire, i.e.
ψ(R1, θ, t) = ψ(R2, θ, t) = pi
2
.
les constantes c1, c2 et D sont de´termine´es a` partir des parame`tres de la dynamique
d’alignement des particules de fac¸on assez complexe (Degond and Motsch, 2008). Dans
notre cas, du fait que l’alignement des particules soit seulement une approximation des
interactions du spermatozo¨ıde avec ses voisins, ces parame`tres sont conside´re´s comme des
parame`tres d’entre´e pour le mode`le. On utilise
ck = ck(n) = c¯k max
nn  nc
n+ n0
, 0
o
, k = 1, 2, (4.13)
ou` c¯k, nc et n0 sont spe´cifiques a` chaque e´chantillon de semence. Les constantes c¯k
de´terminent la vitesse de convection du mode`le pour des densite´s e´leve´es, lorsque la dy-
namique collective est bien e´tablie. La densite´ critique nc correspond a` l’apparition du
mouvement collectif de rotation et n0 controˆle l’intensite´ avec laquelle les effets collectifs
se mettent en place pre`s de la densite´ critique.
Les solutions stationnaires du syste`me d’e´quation (4.11), (4.12) correspondent a` des
mouvements de rotation d’ensemble. Elles sont telles que n est inde´pendant de θ et ψ =
 pi/2 (Pour des raisons de simplicite´ nous avons choisi une rotation dans le sens indirect).
La densite´, n = n(r) , satisfait alors l’e´quation diffe´rentielle ordinaire :
n′(r) =
c2(n)n
D r
. (4.14)
La densite´ moyenne est alors donne´e par :
hni =
´ R2
R1
n(r) r dr´ R2
R1
r dr
. (4.15)
A des fins de comparaison avec les re´sultats expe´rimentaux, on de´finit la vitesse
moyenne azimutale comme suit :
hvθi =
´ R2
R1
c1(n(r)) r dr´ R2
R1
r dr
. (4.16)
On identifie alors clairement deux e´tats distincts :
1. A` de faibles densite´s, i.e. pour de faibles valeurs de hni, on a n  nc pour tout
r 2 (R1, R2). On a alors ck(n) = 0 pour k = 1, 2. Il s’ensuit hvθi = 0. Il n’y a pas
d’e´mergence de mouvement de rotation collective.
2. A` de fortes densite´s , i.e. pour des valeurs importantes de hni, on peut inte´grer
l’e´quation diffe´rentielle (4.14). On obtient alors
(n  nc)nc+n0 = αnn0r
ncc2
D , (4.17)
110
4.5 Le mode`le SOH
ou` la constante α est de´termine´e pour la valeur prescrite de hni. L’e´quation (4.17)
portant sur n(r)) est alors re´solue en utilisant une me´thode de Newton afin de
calculer hvθi.
La valeur critique de hni a` la limite de ces deux comportements diffe´rents est pre´cise´ment
hni = nc.
Les parame`tres c¯k et D ont les dimensions d’une vitesse et sont mesure´s en unite´ de
la vitesse individuelle de nage V0. La valeur de V0 est de´termine´e expe´rimentalement a`
partir de mesure CASA. Dans les simulations nume´riques, il a e´te´ pris pour les parame`tres
d’entre´e du mode`le D = 0.1V0 et c¯k = βkV0 avec β1 = 0.9486, β2 = 0.8486 (estime´s a` partir
des travaux de (Degond et al., 2014a)). On compare la densite´ moyenne hni aux valeurs
expe´rimentales de la fraction volumique de spermatozo¨ıdes progressifs Φ (%) et hvθi a` V¯θ,
i.e.
hni = Φ
100
and hvθi = V¯θ. (4.18)
A` partir des donne´es expe´rimentales (en points ronds sur les figures 4.23 et 4.24) on
de´duit un intervalle approximatif pour les valeurs de (nc, n0). On ajuste alors les donne´es
pour obtenir les valeurs ade´quates des parame`tres avec une me´thode des moindres carre´s
de´taille´e ci-apre`s. E´tant donne´ (nc, n0), on calcule la valeur de la densite´ moyenne dans le
domaine en re´solvant l’e´quation (4.17) pour l’e´tat stationnaire ns avec une valeur arbitraire
de α. On de´termine alors la valeur α correspondante a` la fraction volumique Φ pour les
donne´es de chaque e´chantillon, on calcule ensuite hvθi et on le compare finalement avec la
valeur expe´rimentale de V¯θ (en points ronds sur les figures 4.23 et 4.24). Les parame`tres
d’ajustement (nc, n0) minimisent la somme du carre´ des erreurs par rapports aux valeurs
expe´rimentales qui sont en pointille´s sur les figures 4.23 et 4.24 .
4.5.2 Comparaison du modele SOH avec experiences
Pour deux semences (V0 = 196µm s
−1 et V0 = 237µm s−1), le tre`s bon accord
entre les re´sultats du mode`le SOH et les re´sultats expe´rimentaux est illustre´ sur les fi-
gures 4.24 et 4.23. On montre ainsi, qu’une description par un mode`le continu simple
est capable non seulement de pre´dire la transition vers la dynamique collective de la
suspension active, mais elle fournit e´galement une pre´diction pre´cise du comportement
observe´ expe´rimentalement au dela` de la transition. Il est important de rappeler que les
me´canismes microscopiques qui sous-tendent ce mode`le, e´galement compatibles avec les
pre´ce´dentes de´rivations (Bertin et al., 2009b), sont uniquement associe´s a` des interactions
ste´riques pilote´es par des me´canismes d’alignement.
En outre, la re´solution des e´quations associe´es au mode`le continu a` proximite´ de l’e´tat
d’e´quilibre, peut eˆtre effectue´e afin d’apporter des informations sur le comportement des
fluides actifs au dela` des observations expe´rimentales effectue´es au cours de cette e´tude. Le
mode`le peut eˆtre ainsi utilise´ pour pre´dire l’e´volution de la vitesse de rotation (figure 4.25).
Pour diffe´rentes largeurs w de l’anneau on de´termine la stabilite´ de l’onde progressive.
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Figure 4.23 – Comparaison des re´sultats expe´rimentaux (gros points) au re´sultats du
mode`le SOH (pointille´s) pour un e´chantillon pour lequel V0 = 237µms
−1, D = 0.1V0,
β1 = 0.9486 et β2 = 0.8486
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Figure 4.24 – Comparaison des re´sultats expe´rimentaux (gros points) au re´sultats du
mode`le SOH (pointille´s) pour un e´chantillon pour lequel V0 = 196µms
−1, D = 0.1V0,
β1 = 0.9486 et β2 = 0.8486
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Figure 4.25 – Pre´diction, par le mode`le SOH, de la vitesse de rotation pour diffe´rentes
largeurs de l’anneau w. Comme attendu, la vitesse de rotation de´croˆıt lorsque la largeur
de l’anneau augmente.
4.5.3 Regimes Oscillants
Pour des e´chantillons particulie`rement mobiles pour lesquels la note de motilite´ massale
et la vitesse de nage individuelle sont e´leve´es on observe une dynamique plus riche et
plus complexe qu’une simple onde propagative de rotation d’ensemble. L’analyse de la
dynamique temporelle des ondes progressives illustre´e a` la figure 4.16, montre l’apparition
de modes secondaires qui se superposent au mode principal. Ces modes secondaires, qui se
traduisent par des oscillations pe´riodiques dans le temps de la vitesse de rotation V¯θ(t) sont
mis en e´vidence par l’analyse de la densite´ spectrale d’e´nergie des fluctuations temporelles
de vitesse, Γ(f) :
Γ(f) = u˜θ.u˜
∗
θ (4.19)
ou` u˜θ(f) de´signe la transforme´e de Fourier de la fluctuation de vitesse uθ(t) et
∗ le
complexe conjugue´. La fluctuation de vitesse uθ(t) est quand a` elle de´finie par :
uθ(t) = V¯θ(t)  hV¯θ(t)it (4.20)
ou` hit repre´sente la moyenne temporelle. Γ(f), repre´sente la contribution e´nerge´tique res-
pective des modes de fre´quence f . La figure 4.26 montre un pic secondaire dans la densite´
spectrale d’e´nergie associe´ a` une fre´quence f  0.33 Hz. Ce second mode correspond,
pour l’exemple pre´sente´, a` une oscillation typique de pe´riode T = 3s (figure 4.27) qui se
superpose a` la pe´riode de rotation autour de l’anneau qui est de l’ordre de T0 = 15.4s.
Nous avons aussi observe´ de manie`re tre`s claire un changement pe´riodique du sens de
rotation qui apparaˆıt parfois pour des dilutions mode´re´es comme observe´ sur la figure 4.28.
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Figure 4.26 – Densite´ spectrale d’e´nergie des fluctuations de V¯θ(t). Le spectre montre
un mode secondaire indique´ par la fle`che noire qui correspond a` des fluctuations autour
de la vitesse de rotation moyenne et dont la pe´riode est indique´e sur la figure 4.27.
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Figure 4.27 – Pe´riode des oscillations T autour du mouvement d’ensemble. Ce graphique
repre´sente un zoom de la figure 4.16
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Le re´gime oscillant s’observe en effet pre´fe´rentiellement pour de la semence pure. Mais il
a e´te´ aussi observe´ pour diffe´rents taux de dilution, que la dilution soit effectue´e dans un
buffer isotonique de NaCl ou dans du plasma se´minal. Ces oscillations s’amortissent au
cours du temps pour finalement laisser place a` un e´tat stationnaire de tre`s faible vitesse
de rotation (difficile a` identifier).
     
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Figure 4.28 – Oscillations amorties pour un e´chantillon dilue´ 4 fois dans un buffer
isotonique de NaCl.
Ces observations peuvent eˆtre interpre´te´es comme te´moignant de l’existence d’une se-
conde bifurcation (de Hopf) qui se brancherait sur l’onde progressive stationnaire pour les
valeurs e´leve´es de φ, comme, par exemple dans (Mamun and Tuckerman, 1995). En effet,
une telle bifurcation secondaire permettrait a` la fois d’expliquer dans le cas tre`s concentre´
l’apparition de modes secondaires, et d’autre part, dans le cas dilue´ si l’on est proche
du seuil de la bifurcation secondaire de Hopf, l’existence de re´gimes oscillants amortis.
Les non-line´arite´s de l’e´coulement peuvent en effet de´clencher des modes azimutaux os-
cillants d’ordre e´leve´ stables. Ces modes viendraient se brancher sur le mode primaire
(rotation collective) pour des fractions volumiques e´leve´es. Le re´gime transitoire dans le-
quel le re´gime oscillant de´cline puis disparait rapidement (figures 4.28,4.29) correspond a`
un e´tat ou` la fraction volumique Φ est en dessous du seuil critique permettant d’atteindre
la seconde bifurcation alors qu’au dela` de ce seuil le re´gime oscillant devient stable et per-
siste pendant plusieurs minutes (figure 4.16). Tout comme pour le processus de rotation
d’ensemble, l’influence des proprie´te´s (me´caniques ou biologiques) du milieu de dilution
sur la seconde bifurcation reste encore ouverte.
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Figure 4.29 – Oscillations amorties pour un e´chantillon dilue´ 6 fois dans un buffer
isotonique de NaCl.
4.6 Correlation entre Motilite Massale et vitesse de
rotation
Le mouvement de rotation spontane´e, observe´ au dela` d’une concentration critique
traduit l’e´mergence d’un comportement collectif des spermatozo¨ıdes. Il est alors naturel
de se demander si cette dynamique pourrait eˆtre corre´le´e a` la note de Motilite´ Massale.
La note de motilite´ massale, utilise´e depuis plusieurs de´cennies n’a e´te´ de´montre´ par une
e´tude scientifique eˆtre corre´le´e a` la fertilite´ que tre`s re´cemment dans (David et al., 2015).
Du point de vue applicatif, on pourrait alors envisager d’utiliser ce dispositif expe´rimental
(notamment la mesure de la vitesse de rotation) comme un crite`re objectif de mesure de
la dynamique collective et le substituer e´ventuellement a` la note de Motilite´ Massale
s’il s’ave`re inte´ressant. Ce qui est inte´ressant est qu’en ce qui concerne la dynamique
collective, la fertilite´ n’est mesure´e qu’avec un seul parame`tre, la note de Motilite´ Massale
(MM). Ceci est avantageux compare´ a` la multitude de parame`tres actuellement mesure´s
dans le cas de la dynamique individuelle. Pouvoir corre´ler la MM a` la vitesse de rotation
dans les anneaux reviendrait donc a` corre´ler cette dernie`re a` la fertilite´ qui pourrait ainsi
eˆtre objectivement mesure´e.
4.6.1 Correlation
Les e´jaculats utilise´s lors de cette e´tude proviennent de be´liers faisant partie d’un
cheptel de beˆtes destine´es a` la reproduction et sont donc se´lectionne´s pour la qualite´ de
leur semence. C’est pourquoi, la plupart des e´chantillons sur lesquels nous avons effectue´s
nos expe´riences pre´sentent une “bonne” note de motilite´ massale, comprise entre 4 et 5.
Sur cette gamme, la figure 4.30 met ne´anmoins en e´vidence une corre´lation line´aire et
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positive entre les notes de motilite´ massale et la vitesse de rotation dans les anneaux (Cf.
figure 4.30 A). En portant V¯θ divise´ par la concentration, C, en fonction de la MM (Cf.
figure 4.30 B) on montre qu’il est possible de discriminer les e´chantillons pre´sentant des
notes entre 4.5 et 5. Ces observations sugge`rent que la mesure de la vitesse de rotation
collective dans une enceinte annulaire peut eˆtre utilise´e comme estimateur quantitatif et
objectif de la motilite´ massale du sperme de be´lier. Un test de Student avec l’hypothe`se
de nullite´ a donne´ un re´sultat avec une p-value de 0.03 qui conforte la line´arite´ entre la
Vitesse de rotation V¯θ et la note de motilite´ massale MM.
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Figure 4.30 – (a) Chaque point repre´sente la vitesse moyenne de rotation V¯θ d’un
e´chantillon de semence en fonction de la note de MM . Une re´gression line´aire , effectue´e
sur ces donne´es est repre´sente´e par la ligne continue. (b) Vitesse moyenne divise´e par la
concentration porte´e en fonction de la note de motilite´ massale MM.
4.7 Conclusion
Dans ce chapitre nous avons mis en e´vidence, pour une suspension de spermatozo¨ıdes
confine´e en domaine annulaire, une transition de phase depuis un e´tat isotrope vers une
dynamique de rotation collective brisant ainsi la syme´trie initiale. Cette transition qui
intervient au dela` d’une fraction volumique critique est plus marque´e lorsque la dilution
s’effectue dans le milieu naturel de nage des spermatozo¨ıdes (le plasma se´minal) que
dans une solution isotonique de NaCl. Cette transition ainsi que les re´gimes de rotation
observe´s expe´rimentalement peuvent eˆtre correctement pre´dits par le mode`le the´orique
Self-Organized Hydrodynamics (SOH). Ce dernier fournit une description macroscopique
et continue d’un syste`me de particules obe´issant a` un processus d’alignement reposant
sur des interactions ste´riques. De plus, une corre´lation line´aire entre la vitesse de rotation
mesure´e dans le re´gime e´tabli et la note de motilite´ massale sugge`re que ce dispositif peut
eˆtre utilise´ pour estimer la fertilite´ du sperme de be´lier. L’extension de la me´thodologie
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expe´rimentale de´crite dans ce chapitre a` d’autres espe`ces ou` d’autres types de suspensions
actives pour lesquelles la concentration est e´leve´e semble tout a` fait possible et ouvre des
perspectives naturelles a` cette e´tude.
Le fait que l’observation de la transition de phase en terme de mise en place de la
rotation soit plus efficace dans le plasma se´minal que dans un milieu isotonique a motive´
encore plus notre e´tude sur la rhe´ologie de la semence de be´lier. Ce dernier a une compo-
sition assez complexe que nous pre´senterons en plus de sa rhe´ologie dans le chapitre qui
va suivre.
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Dans les e´tudes de fertilite´, on s’est longtemps focalise´ sur l’e´tude du spermatozo¨ıde
dans des milieux tampons (ex : PBS-BSA) ou en solution isotonique (ex : NaCl)
mode`les. Le plasma se´minal a une composition biochimique complexe et constitue´
de milliers de prote´ines dont la pre´sence relative de´pend de chaque espe`ce animale
et dont le roˆle, aux diffe´rentes e´tapes de la reproduction, est encore mal connu.
Parmi ces prote´ines, certaines fonctionnent par exemple comme des boosters pour
les spermatozo¨ıdes, facilitant leur pe´ne´tration dans le cervix (prote´ine ZAG). En
effet si des spermatozo¨ıdes e´pididymaires, de´pose´s dans l’ute´rus ont un fort pouvoir
fe´condant compare´s a` des spermatozo¨ıdes post e´pididymaires, c’est la situation
inverse qui a e´te´ remarque´e dans le cas ou` ils sont de´pose´s dans le vagin. Cela
implique une importance relative de la composition et de la rhe´ologie d’une semence
en terme de fertilite´. Pour mieux caracte´riser le fluide principal avec lequel nous
avons travaille´ pendant cette the`se, nous avons effectue´ des analyses rhe´ologiques
syste´matiques sur de la semence pure ou dilue´e. Nous avons donc retrouve´, en
faisant une e´tude de la rhe´ologie du plasma et de la semence, une de´pendance de
la viscosite´ en fonction de la dilution. Dans ces deux cas nous avons caracte´rise´ la
visco-e´lasticite´ du plasma se´minal en mesurant ces modules e´lastiques et visqueux
tout en posant, les premiers pas de la de´termination d’un fluide mode`le.
5.1 Rheometrie
La rhe´ologie est l’e´tude des de´formations et e´coulement de la matie`re, des contraintes
qui en re´sultent et des efforts a` fournir pour les obtenir. Le but e´tant de de´terminer les
contraintes et les de´formations en chaque point du milieu de mesure. C’est une science
utilise´e dans des domaines d’application extreˆmement varie´s. En effet, les domaines indus-
triels dans lesquels la rhe´ologie est utilise´e couramment vont de l’industrie agroalimentaire
a` l’industrie pe´trolie`re en passant par la cosme´tique, l’industrie du bois, l’industrie des
colles ou le ge´nie civil. La rhe´ologie est e´galement utilise´e pour de´crire des fluides naturels
(neige ou boues torrentielles) ou des fluides biologiques (sang, mucus pulmonaire) qui
dans la majorite´ des cas sont des fluides non-Newtonien. C’est le cas du sperme qui est
une suspension active de pushers, c’est a` dire de particules actives auto-propulse´es pous-
sant le fluide devant et derrie`re elles (voir 1.1.3). Il est donc ne´cessaire et important de
connaˆıtre le comportement de ces fluides en le mesurant de manie`re soigne´e et reproduc-
tible. En pratique, l’identification comple`te d’une loi tensorielle est tre`s difficile (Ovarlez
et al., 2010), ce qui oblige a` formuler des hypothe`ses sur le comportement du mate´riau
e´tudie´ (isotropie, line´arite´, nombre limite´ de variables d’e´tat...) (Vu, 2011). Dans le cadre
de´fini par ces hypothe`ses, il convient alors d’identifier les coefficients ou relations entre
variables d’e´tat en proce´dant a` des expe´riences les plus simples possibles. Cette mesure
des caracte´ristiques des mate´riaux est l’objet de la rhe´ome´trie. On cherche en ge´ne´ral
a` imposer des contraintes ou de´formations aux mate´riaux qui imposent des e´coulements
viscosime´triques (Coussot and Ancey, 1999).
On distingue en rhe´ome´trie, deux types de rhe´ome`tre : les rhe´ome`tres a` de´formation
impose´e et ceux a` contrainte impose´e. Chacun d’eux peut eˆtre e´quipe´ des ge´ome´tries
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suivantes : cylindres coaxiaux, plan-plan ou coˆne-plan.
5.1.1 Geometrie a cylindres coaxiaux
Cette ge´ome´trie dite ge´ome´trie de Couette, est constitue´e de deux cylindres coaxiaux
en rotation l’un par rapport a` l’autre (figure 5.1). Le mate´riau est cisaille´ dans l’intervalle
compris entre les deux cylindres, ce qui rend sa mise en place ainsi que son nettoyage
un peu moins aise´s que pour les autres ge´ome´tries. Son principal avantage re´side dans la
possibilite´ d’e´tudier des mate´riaux tre`s fluides, incapables de rester au sein des ge´ome´tries
planes au cours des essais.
Figure 5.1 – Viscosime`tre coaxial (Vu, 2011).
5.1.2 Geometrie plan-plan
Cette ge´ome´trie est compose´e de deux disques coaxiaux en rotation relative (figure 5.2).
En ge´ne´ral le disque supe´rieur est mobile alors que le disque infe´rieur est fixe. Le principal
avantage de cette ge´ome´trie est que la mise en place requiert une faible quantite´ de
fluide a` mesurer et un nettoyage aise´. De plus, on peut re´gler l’entrefer (espace entre les
deux disques) de cette ge´ome´trie a` l’e´paisseur souhaite´e. Cela permet donc de tester des
mate´riaux contenant des particules de tailles diverses. Avec cette ge´ome´trie, on suppose
que l’e´coulement est quasi-statique. Le champ de vitesse dans le fluide s’e´crit :
V = ω
rz
H
eθ (5.1)
ou` ω de´finit la vitesse angulaire de rotation du disque supe´rieur, z l’altitude dans l’entrefer,
r la coordonne´e radiale et H la hauteur de l’entrefer. On obtient alors le tenseur de taux
de de´formation :
D =
1
2
ω
r
H
(eθ 
 ez + ez 
 eθ) (5.2)
D =
1
2
γ˙(r)(eθ 
 ez + ez 
 eθ (5.3)
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Figure 5.2 – Ge´ome´trie plan-plan (Vu, 2011).
avec γ˙(r) = ω r
H
. On voit ici que l’inconve´nient de cette ge´ome´trie est un gradient de
vitesse tre`s he´te´roge`ne (nul au centre et maximal a` la pe´riphe´rie) dans l’e´chantillon. Le
couple applique´ au disque mobile s’e´crit (Coussot and Ancey, 1999) :
C =
ˆ R
0
2pir2τ(γ˙)dr (5.4)
C =
2pi
(ω/H)3
ˆ Rw/H
0
γ˙2τ(γ˙)dγ˙ (5.5)
La borne supe´rieure de la seconde inte´grale est le gradient de vitesse a` la pe´riphe´rie
(γ˙R = ω
R
H
) ou` R de´signe le rayon du disque. En diffe´renciant l’e´quation (5.5) par rapport
a` cette valeur, on obtient la contrainte de cisaillement au bord de la ge´ome´trie :
τ(γ˙R) =
3C
2piR3
+
γ˙R
2piR3
dC
dγ˙R
(5.6)
5.1.3 Geometrie co^ne-plan
Cette ge´ome´trie est constitue´e d’un plan et d’un coˆne tronque´ coaxiaux en rotation
relative (figure 5.3). Le plus souvent, le coˆne tronque´ est mobile alors que le plan reste
fixe. La vitesse locale d’un point du coˆne situe´ a` une distance r de l’axe vaut ωr. En
premie`re approximation, le gradient de vitesse locale vaut pour des angles du coˆne tre`s
petits ( 4◦) (Coussot and Ancey, 1999) :
γ˙ =
ωr
h(r)
=
ω
tanα
 ω
α
(5.7)
Avec h(r) de´signant l’e´paisseur locale, α l’angle du coˆne (figure 5.3) L’avantage principal
de cette ge´ome´trie est que le gradient de vitesse reste presque homoge`ne tant que l’angle
du coˆne reste faible (infe´rieur a` quelques degre´). De plus, cette ge´ome´trie permet de tester
de petits volumes de mate´riaux avec une mise en place et un nettoyage aise´. Par contre,
son inconve´nient majeur est de permettre uniquement des expe´riences avec des mate´riaux
contenant des particules tre`s fines compte tenu du faible entrefer (espace entre le plan et
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Figure 5.3 – Ge´ome´trie Coˆne-Plan (Vu, 2011).
la troncature du coˆne). En effet, la pre´sence de particules grossie`res peut conduire a` des
blocages. La surface libre, relativement grande par rapport au regard du volume teste´,
favorise le phe´nome`ne d’e´vaporation.
Dans cette configuration, les effets d’inertie sont ne´glige´s et l’angle est suppose´ petit.
Comme le gradient de vitesse, la contrainte est conside´re´e comme homoge`ne a` l’inte´rieur
du volume cisaille´. On peut e´crire directement la relation entre cette contrainte τ et le
couple total applique´ sur l’axe C (Coussot and Ancey, 1999) :
τ =
3C
2pir3
(5.8)
ou` R est le rayon du coˆne. Dans ce cadre d’hypothe`ses, on constate qu’il est possible
d’identifier directement la loi de comportement a` partir de la mesure de C.
Dans nos expe´riences, nous avons opte´ pour la ge´ome´trie de coˆne-plan pour ces diffe´rents
avantages (petites quantite´ de fluide, accessibilite´ au fluide etc). En ce qui concerne les
inconve´nients, le principal a e´te´ l’e´vaporation. Pour y reme´dier, un dispositif d’humidifica-
tion avec controˆle de tempe´rature, permettant de saturer en vapeur d’eau l’environnement
du fluide, a e´te´ mis en place (figure 5.6).
5.2 Rheologie des suspensions
5.2.1 Comportement Newtonien
Le comportement rhe´ologique des solutions et suspensions de´pend largement de leurs
concentrations et de la nature de la matie`re qui les constitue. Il peut varier d’un compor-
tement Newtonien a` des comportements plus complexes.
Viscosite en cisaillement
La viscosite´ dynamique est la grandeur la plus utilise´e habituellement pour de´crire le
comportement d’un fluide. C’est une proprie´te´ intrinse`que du fluide (Coussot, 2012). Un
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fluide e´tant place´ entre deux plans paralle`les distants de h et d’aire S, lorsqu’une force
 !
F
est exerce´e sur le plan supe´rieur, la contrainte tangentielle de cisaillement correspondante
s’e´crit :
τ =
F
S
(5.9)
Sachant que le gradient de vitesse ou taux de cisaillement est donne´ par V/h, on relie la
viscosite´ dynamique a` la contrainte par la relation :
τ = ηγ˙ (5.10)
Un fluide est dit Newtonien si sa viscosite´ dynamique est inde´pendante du taux de cisaille-
ment γ˙ et non-Newtonien dans le cas contraire. La grande majorite´ des fluides rencontre´s
dans la nature ont des comportements complexes. C’est le cas des fluides biologiques et
particulie`rement du sperme.
5.2.2 Comportement non-Newtonien
Comportements rheo-uidiant et rheoepaississant
Dans les solutions de polyme`res ou les suspensions, on observe une de´croissance de la
viscosite´ quand le taux de cisaillement augmente : c’est ce qu’on appelle un comportement
rhe´o-fluidifiant. Il est duˆ, dans le cas des suspensions, soit a` la destruction des structures
des chaˆınes de polyme`res sous l’effet du cisaillement local soit a` l’alignement des particules
dans le sens de l’e´coulement (Barnes et al., 1989). Le comportement rhe´o-e´paississant, par
contre correspond a` une croissance de la viscosite´ avec le taux de cisaillement.
Les uides a seuil
Ce sont des fluides qui ne s’e´coulent qu’a` partir d’un taux de cisaillement minimal
(Barnes, 1999; Cheng, 1986; Schurz, 1990)
Modeles rheologiques
On peut de´crire le comportement des fluides par diffe´rents mode`les. Ces mode`les
de´crivent les comportements des fluides complexes a` l’aide de la fonctions τ(γ˙) qui permet
de de´duire la viscosite´ non-Newtonienne
η(γ˙) =
τ(γ˙)
γ˙
(5.11)
Il est important de supposer que tout comportement rhe´ologique n’est stationnaire qu’a`
l’e´chelle macroscopique puisqu’il re´sulte d’un e´quilibre dynamique entre au moins deux
processus antagonistes. L’un est responsable de la formation des structures, l’autre de
leur rupture. Il en est de meˆme pour le cas d’agre´gation-de´sagre´gation ou de floculation-
de´floculation dans le cas des dispersions des particules, et meˆme d’orientation-de´sorientation
124
5.2 Rhe´ologie des suspensions
dans le cas des suspensions de fibres ou des syste`mes “macromole´culaires” (Que´mada,
2006).Les mode`les les plus utilise´s sont :
I Modeles sans contrainte seuil
Modele d'Oswald : c’est une loi de puissance, de´crite par les relations
τ = kγ˙(1−n) (5.12)
ou` k est la consistance du fluide et n l’indice de fluidification.
Cette loi de´crit le cas des fluides a` comportement inde´pendant du temps, qui peuvent
pre´senter un comportement rhe´o-fluidifiant ou rhe´o-e´paississant. Lorsque n < 0 le com-
portement est rhe´o-e´paississant. Pour n > 0 le comportement est rhe´o-fluidifiant. Enfin
pour n = 0 c’est un fluide Newtonien.
Modele de Cross (1965) : Ce mode`le, comme celui de Carreau-Yassuda (Bird et al.,
1987), tient compte des limites du comportement rhe´ologique (Barnes et al., 1989; Bird
et al., 1987). Aux faibles contraintes de cisaillement, on observe ge´ne´ralement un com-
portement Newtonien, avec un plateau de viscosite´ appele´e viscosite´ a` cisaillement nul et
de´signe´e par η0. Aux cisaillements e´leve´s, un deuxie`me plateau apparaˆıt et la viscosite´ est
appele´ viscosite´ a` cisaillement infini de´signe´e par η∞. Ce mode`le s’e´crit alors :
η   η∞
η0   η∞ =
1
1 + (λγ˙)n
(5.13)
avec λ et n des constantes.
I Modeles avec contrainte seuil
Les fluides a` seuil sont des mate´riaux qui se comportent comme un solide si la contrainte
applique´e est infe´rieure a` la contrainte seuil (τ0). Au dela` de cette contrainte seuil, ils
commencent a` s’e´couler.
Modele de Bingham (1922) : il est le mode`le le plus simple qui de´crit les fluides a`
seuil. Il correspond a` la loi :
τ = τ0 + ηpγ˙ (5.14)
ou` ηp de´signe la viscosite´ plastique.
Modele de Hershel Bulkley (1926) : il est de´crit par la loi
τ = τ0 + kγ˙
n (5.15)
ou` k est la constance du fluide et n l’indice d’e´coulement.
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5.2.3 Rheologie oscillatoire
Dans le cas de tre`s faibles de´formations, la structure d’un mate´riau au repos n’est
pas modifie´e et sa re´ponse a` cette sollicitation permet d’obtenir des informations sur
les proprie´te´s me´caniques de son e´tat d’e´quilibre. Une des mesures les plus utilise´es en
rhe´ome´trie est la mesure en oscillation. Cela consiste a` imposer une de´formation pe´riodique
autour de son e´tat d’e´quilibre, par exemple une de´formation sinuso¨ıdale de la forme :
γ = γ0 cos ωt (5.16)
ou` γ0 est l’amplitude de la de´formation suffisamment faible pour laisser le fluide dans
son e´tat d’e´quilibre. Le but de la rhe´ologie oscillatoire est donc de fixer une valeur γ0
de de´formation telle que le mate´riau ne soit pratiquement pas modifie´. La contrainte
correspondante oscille a` la meˆme fre´quence et est proportionnelle a` γ0 :
σ(t) = σ0 cos(ωt+ δ(ω)) (5.17)
avec δ(ω) le de´phasage entre la de´formation et la re´ponse en contrainte. Cette dernie`re
peut eˆtre e´crite en fonction d’un terme en phase et d’un terme en quadrature de phase en
fonction de la sollicitation :
σ(t) = σ0 cos(ωt) cos(δ(ω))  σ0 sin(ωt) sin(δ(ω)). (5.18)
On de´finit alors deux modules G′ et G′′ :
G′(ω) =
σ0
γ0
cos(δ(ω)) (5.19)
G′′(ω) =
σ0
γ0
sin(δ(ω)) (5.20)
Le module de conservation G′ est associe´ a` la re´ponse e´lastique, en phase avec la
de´formation. Le module de perte G′′ est associe´ a` la re´ponse de type visqueux, en qua-
drature de phase avec la de´formation. Ce type de mesure dynamique est particulie`rement
adapte´ a` l’e´tude de la visco-e´lasticite´ e´tudie´e en 5.4.2 pour le liquide et le plasma se´minal.
5.2.4 Les suspensions actives
La rhe´ologie des suspensions est un sujet e´tabli de la me´canique des fluides a` bas
nombre de Reynolds qui a fait l’objet de beaucoup de travaux the´oriques (Brenner, 1970).
Plus re´cemment, les suspensions actives ont renouvele´ l’actualite´ de ce sujet en mettant
en e´vidence, la possibilite´ de comportements inattendus (Hatwalne et al., 2008; Saintillan,
2010). Ainsi Saintillan (2010) pre´dit dans la limite dilue´e et purement diffusive (Brow-
nienne), que les pushers agissant sur le stresslet moyen hSi (qui corresponds aussi au
tenseur ne´matique Q d’orientation moyenne) diminuent la viscosite´ alors que les pullers
l’augmentent. Plus pre´cise´ment, la premie`re correction a` la viscosite´ du fluide porteur
proportionnelle a` la fraction volumique φ des nageurs actifs est de signe oppose´ pour des
pushers ou des pullers car leur stresslet de nage intrinse`que est de signe oppose´. Ces effets
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sont cependant gomme´s dans la limite purement convective (non-Brownienne) (Saintillan,
2010).
La comparaison de ses pre´dictions the´oriques avec des mesures expe´rimentales est
encore en cours et il semble que beaucoup reste a` faire pour rendre totalement cohe´rentes
pre´dictions et mesures. Des mesures de rhe´ome´trie fines (Rafa¨ı et al., 2010) ont montre´
que les suspensions de pullers comme le chlamydomonas Reinhardtii (CR) augmentent la
viscosite´ effective. Un re´sultat cohe´rent avec les pre´dictions en re´gimes dilue´s de Saintillan
(2010). Cet effet s’explique par la re´orientation des micro-organismes dans l’e´coulement,
en plus de l’effet de la gravite´ (duˆ a` l’excentricite´ du centre de masse des CR).
Une de´croissance de la viscosite´ observe´e dans Gachelin et al. (2013) chez l’E. Coli
(pushers) est aussi cohe´rente avec Saintillan (2010). Cependant, en regardant plus en
de´tail la litte´rature, diffe´rentes mesures indiquent que la viscosite´ semble augmenter avec
la fraction volumique aussi bien dans le cas des suspension de pushers que celles de pullers
(Rafa¨ı et al., 2010; Sokolov and Aranson, 2009; Gachelin et al., 2013). Si chez les pullers
(CR) l’augmentation de la viscosite´ est plus influence´e par leur activite´ dans la suspension
que par leur passivite´ (Mussler et al., 2013) avec un caracte`re rhe´o-fluidifiant ave´re´, chez
les pushers (E. Coli) la situation semble plus complexe. En effet d’apre`s Gachelin et al.
(2013), chez l’E. Coli, dans un re´gime bien dilue´ (0.75%) et pour de faibles taux de
cisaillement (γ˙), la viscosite´ de la suspension active est supe´rieure a` la viscosite´ relative
de la suspension. Ceci peut s’expliquer par le fait que, dans ce re´gime, l’activite´ des nageurs
domine. Un caracte`re rhe´o-e´paississant de la suspension est ainsi observe´ jusqu’a` un taux
de cisaillement critique ou` il prend un caracte`re rhe´o-fluidifiant quel que soit le re´gime
semi-dilue´ e´tudie´ (Gachelin et al., 2013). Au dela` du γ˙ critique, la suspension pre´sente
un comportement rhe´ologique similaire a` celui d’une suspension passive (Gachelin et al.,
2013).
Dans le cas des suspensions biologiques on a souvent affaire a` une composition com-
plexe. C’est le cas du sperme dont le milieu de suspension, en plus des nageurs, pre´sente
une composition prote´omique varie´e.
5.3 Composition proteomique de la semence de belier
Durant l’e´jaculation, les spermatozo¨ıdes de la base de l’e´pididyme se me´langent avec
les se´cre´tions des glandes sexuelles accessoires (prostate, ve´sicule, l’ampoule et les glandes
bulbo-ure´trales), commune´ment connues sous le nom de plasma se´minal. On a longtemps
conside´re´ que ces se´cre´tions servaient juste de milieu de conservation pour les sperma-
tozo¨ıdes. Depuis quelques anne´es, de nombreuses e´vidences expe´rimentales ont permis de
montrer que ces substances ont une profonde influence sur la physiologie du sperme et
d’autres processus de la reproduction (Laflamme and Wolfner, 2013; Maxwell et al., 2007).
Le plasma se´minal est compose´ d’ions inorganiques, de sucres, de sels organiques, de
lipides, d’enzymes, de prostaglandines, de prote´ines et de nombreuses autres constituants.
Les e´tudes prote´omiques re´centes utilisant des technologies de haute re´solution ont ap-
porte´ plus d’e´claircissement sur la composition prote´omique du sperme humain (Batruch
et al., 2011; Pilch and Mann, 2006). Ces donne´es permettent actuellement l’utilisation
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de la prote´omique du sperme comme un outil d’identification de bio-marqueur ayant des
fonctions reproductrices (Milardi et al., 2013). Chez les espe`ces animales domestiques, la
prote´omique du plasma se´minal est d’un grand inte´reˆt e´tant donne´ son e´ventuel roˆle dans
la fertilite´ chez le maˆle et dans le processus de pre´servation de la motilite´ des sperma-
tozo¨ıdes (Caballero et al., 2012; Leahy and de Graaf, 2012). Le mouton est un animal
mode`le inte´ressant pour e´tudier le roˆle que joue la prote´omique du plasma se´minal dans
la fertilite´. De pre´ce´dentes donne´es montrent un effet positif des prote´ines du plasma sur
les fonctions du sperme (Leahy et al., 2009; Lo´pez-Pe´rez and Pe´rez-Clariget, 2012; Muin˜o
Blanco et al., 2008) dans ce mode`le.
L’analyse prote´omique du plasma se´minal de be´lier par GeLC-MS/MS a permis d’iden-
tifier 727 prote´ines a` partir de la base de donne´es de nrNCBI (Soleilhavoup et al., 2014).
Les prote´ines pre´dominantes sont la spermadhe´sine et la Binder Sperm Protein (BSP),
deux groupes de prote´ines assez complexes qui interagissent avec les spermatozo¨ıdes. Dans
Soleilhavoup et al. (2014), il a e´te´ de´montre´ que la prote´ine nomme´e zinc alpha 2 gly-
coprote´ine (ZAG) joue un roˆle important dans la motilite´ des spermatozo¨ıdes. En effet
il apparaˆıt que la ZAG a pour roˆle d’aider a` conserver la motilite´ acquise par les sper-
matozo¨ıdes de`s la base de l’e´pididyme apre`s l’e´jaculation. Et ce concours de la ZAG a`
la pre´servation de la motilite´ a un effet assez court vu que les spermatozo¨ıdes restent
en contact avec le plasma se´minal pendant un temps relativement restreint. Soleilhavoup
et al. (2014) propose que cette pre´servation de la motilite´ a pour roˆle de faciliter le passage
du cervix aux spermatozo¨ıdes.
Notons que dans nos expe´riences nous n’avons pas mesure´ le taux de pre´sence de la
ZAG pour les e´chantillons utilise´s mais nous avons trouve´ une assez grande variabilite´ de
valeur de viscosite´ a` la fois pour le sperme de be´lier et pour son plasma se´minal, meˆme si
en revanche les comportements rhe´ofluidifiants observe´s sont ge´ne´riques. Ces mesures ont
e´te´ faites avec un rhe´ome`tre de dernie`re ge´ne´ration Haake Mars III (Thermo Scientific).
5.4 Rheologie de la semence de belier
La rhe´ologie fine du sperme a e´te´ peu e´tudie´e dans la litte´rature. La viscosite´ pre´sente
une grande variabilite´ inter-individuelle, mais on observe aussi, sur le meˆme individu a`
diffe´rents temps (Casaretto et al., 2012; Severa et al., 2008) des variations importantes.
Les e´tudes qui ont e´te´ faites sur la rhe´ologie du sperme se sont plus focalise´es sur la
corre´lation entre rhe´ologie et fertilite´ en l’occurrence chez l’homme (Yong-De Shi, 2004)
. En comparant des plasmas de spermes hyper-visqueux et normaux (Gabriela Mendeluk
and Bregni, 2000) chez l’homme il a e´te´ remarque´ que la composition en prote´ines et en eau
(en %) est presque identique. La seule diffe´rence est la structure du re´seau des prote´ines
constitutives d’une semence qui est plus dense en hyper-visqueux. Ces observations ont
e´te´ confirme´es par Yong-De Shi (2004). D’apre`s Yong-De Shi (2004) la diminution de la
viscosite´ du sperme humain avec le temps est aussi due a` un changement dans la structure
des prote´ines qui le constitue. Meˆme apre`s lique´faction, le sperme conserve une certaine
visco-e´lasticite´ avec un caracte`re rhe´o-fluidifiant (Yong-De Shi, 2004). Ce caracte`re rhe´o-
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fluidifiant a` e´te´ de´montre´ chez les e´talons (Severa et al., 2008). De plus une augmentation
significative de la viscosite´ a e´te´ releve´e sur une dure´e de plus d’une demi-heure. S’il n’y a
pas de corre´lation ave´re´e entre le volume des e´jaculats et leur viscosite´ dynamique, cette
dernie`re semble diminuer avec la concentration chez les e´talons (Severa et al., 2008).
En re´sume´ le sperme est un fluide non-Newtonien rhe´o-fluidifiant avec une variabilite´
inter-individuelle et temporelle. Dans le cas des be´liers, nous avons observe´ a` la foi une
variabilite´ inter-individuelle et un caracte`re rhe´o-fluidifiant tant pour la semence que
pour le plasma se´minal. De plus, il pre´sente une visco-e´laticite´ pre´sentant des temps de
relaxation assez diffe´rents suivant les individus. D’apre`s Hubner HM (1985); Mendeluk GR
(1992) la rhe´ologie n’est pas impacte´e par la pre´sence des spermatozo¨ıdes. Mais aux vus
des re´centes publications (Soleilhavoup et al., 2014), le spermatozo¨ıde passe les premiers
instants apre`s de´poˆt de la semence dans le tractus fe´minin en nageant dans le plasma
se´minal. Il est donc important de comparer la rhe´ologie de la semence a` celle du plasma
se´minal.
5.4.1 Mesure de viscosite pour dierents echantillons de se-
mence de belier
Preparation de l'echantillon
Une des difficulte´s expe´rimentales a` laquelle nous avons fait face est l’impossibilite´
de mettre en œuvre des mesures de rhe´ologie imme´diatement sur des pre´le`vements frais,
car le centre de pre´le`vement ovin est a` trente kilome`tres du laboratoire. Cependant, il
faut indiquer que le temps de mise en place du pre´le`vement, la mise en tempe´rature de
l’appareil, les tests pre´paratoires durent quelques minutes. Ce temps de latence serait de
toutes fac¸ons incompressible, et des mesures imme´diates ne sont donc pas envisageables
avec le rhe´ome`tre que nous avons utilise´ (et avec la plupart des rhe´ome`tres usuels).
Juste apre`s pre´le`vement, la semence est mise a` tempe´rature de 15◦C pendant au moins
trois quart d’heure entre le Centre Re´gional d’Inse´mination Ovine du Pyre´ne´es Central
(CRIOPYC) et le laboratoire. Ils sont ensuite mis en tempe´rature avant les mesures ce qui
permet de recouvrer un peu leur motilite´. Les dilutions ont e´te´ faites dans une solution
isotonique de NaCl.
Extraction du plasma dans le sperme
L’extraction se fait a` l’aide d’une centrifugeuse (figure 5.4). L’e´chantillon est pre´leve´
dans un eppendorf et est ensuite dispose´ dans la centrifugeuse figure 5.4. Apre`s 10 minutes
de centrifugation a` 10000 g, le plasma est automatiquement se´pare´ des nageurs qui ne
repre´sentent plus qu’un culot dans l’eppendorf surnage´ par le plasma se´minal. Ce dernier
est pipete´ avec soin pour e´viter qu’il ne se me´lange encore avec le culot. L’ope´ration
de centrifugation suivie de pipetage est re´pe´te´e une deuxie`me fois pour s’assurer que le
plasma se´minal soit exempt de la pre´sence de tout nageur en son sein.
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Figure 5.4 – Centrifugeuse utilise´e pour l’extraction du plasma se´minal.
Dispositif experimental
Les mesures de rhe´ologie ont e´te´ re´alise´es avec un rhe´ome`tre Haake Mars III de chez
Thermo Scientific (figure 5.5) acquis dans le cadre du projet Fermat. C’est un appareil
qui marche sous air comprime´ avec un syste`me permettant d’asse´cher l’air. Le controˆle
de tempe´rature est assure´ par un module de type Peltier. Le rhe´ome`tre est pilote´ avec
un logiciel “RheoWin” via un moniteur. Les mesures se font via un fichier de mesure qui
doit contenir les instructions relatives aux diffe´rentes e´tapes de la mesure. La ge´ome´trie
utilise´e est un coˆne-plan telle que de´crite dans le paragraphe 5.1.3.
E´tant donne´ le volume limite´ des e´jaculats, nous avons utilise´ une ge´ome´trie, donc un
coˆne de 35 mm de diame`tre et d’angle 1◦. Les re´sultats obtenus avec cette ge´ome´trie ont
e´te´ compare´s a` ceux d’une ge´ome´trie plus grande (60 mm,1◦) dans quelques cas et sont
tre`s peu diffe´rents, en particulier en ce qui concerne la loi de puissance (figure 5.7).
La semence de be´lier pre´sente donc un caracte`re rhe´o-fluidifiant avec une loi de puis-
sance (section 5.4). Bien que cette ge´ome´trie soit adapte´e aux mesures avec de petits
volumes, nous avons eu des proble`mes duˆs a` l’e´vaporation. Cette e´vaporation peut-eˆtre
impute´e a` la tempe´rature de mesure 37 ◦C et a pour conse´quence la perte de volume en
cours de mesure. Ceci a un effet assez notable sur nos re´sultats en terme de pre´cision et
de reproductibilite´. Pour y reme´dier, un dispositif a e´te´ fabrique´ (figure 5.6 (a)) dont le
roˆle est d’humidifier une zone cylindrique autour de l’entrefer de la ge´ome´trie (figure 5.6
(b)).
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(a) (b)
Figure 5.5 – (a) Rhe´ome`tre Mars III, (b) On voit le coˆne en train d’appliquer une
contrainte dans le fluide.
Mesures en Cisaillement
Les fluides biologiques (Severa et al., 2008; Bureau et al., 1978; Schurz, 1987) ont,
ge´ne´riquement, un comportement non-Newtonien. C’est aussi ce que nous avons obtenu
dans le cas du sperme de be´lier. Nous avons remarque´ que bien qu’il y ait une variabilite´
des valeurs de viscosite´ au meˆmes taux de cisaillement γ˙, la loi de puissance se basant sur
le mode`le d’Oswald, est tre`s proche d’un e´chantillon a` l’autre (Cf figure 5.8). Ce re´sultat
est a` souligner car il te´moigne d’une constance chez le be´lier.
η = aγ˙n−1 avec n  1 =  0.73 0.005 (5.21)
Viscosite du plasma et de la semence de belier
D’apre`s les e´tudes effectue´es sur le sperme humain (Hubner HM, 1985; Mendeluk GR,
1992), la pre´sence des spermatozo¨ıdes ne change pas le coefficient de consistance (n) de la
loi d’Oswlad. C’est ce que nous avons aussi obtenu sur le sperme de be´lier (figure 5.9). Il
serait aussi inte´ressant de faire les meˆme mesures sur une semence vivante car d’apre`s les
pre´dictions the´oriques (Saintillan, 2010), la viscosite´ structurelle de la suspension devrait
diminuer avec la pre´sence des spermatozo¨ıdes vivants. C’est une mesure difficile a` effectuer
notamment a` cause de la dure´e de vie assez limite´e des spermatozo¨ıdes et de l’e´loignement
du lieu de pre´le`vement par rapport au site ou la mesure se fait comme nous l’avons indique´
plus haut.
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(a)
(b)
Figure 5.6 – (a) Cloche avec une e´ponge imbibe´e d’eau servant a` saturer en vapeur
d’eau l’environnement imme´diat du fluide confine´ dans l’entrefer, (b) Cloche dispose´e sur
le rhe´ome`tre.
132
5.4 Rhe´ologie de la semence de be´lier
















Figure 5.7 – Comparaison des valeurs de viscosite´s mesure´es sur un meˆme e´chantillon
avec les ge´ome´tries coˆne-plan de 60 mm et 35 mm de diame`tre et de 1◦ d’angle. Dans les
deux cas l’e´chantillon pre´sente un caracte`re rhe´o-fluidifiant avec la meˆme loi de puissance.
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Figure 5.8 – Variabilite´ de la viscosite´ mesure´e a` diffe´rents taux de cisaillement γ˙ pour
diffe´rents e´chantillons.
Viscosite et dilution
Nous sommes alle´s plus loin en montrant expe´rimentalement que ce re´sultat reste
vrai pour diffe´rentes dilutions (figure 5.10). Jusqu’a` une dilution de 10 fois (courbes en
rouge sur la figure 5.10) de l’e´chantillon pre´leve´, les lois de puissance de la viscosite´ de
la semence et du plasma correspondant en fonction de γ˙ conservent le meˆme exposant.
Ainsi, la pre´sence des spermatozod¨es (presque inactifs) ne modifie que la valeur de la
viscosite´ structurelle mais ne change pas la loi de puissance caracte´risant le comporte-
ment rhe´o-fluidification. Il faut de plus noter que pour les valeurs importantes de γ˙ un
plateau Newtonien apparaˆıt. Ce plateau Newtonien est atteint d’autant plus rapidement
que l’e´chantillon dilue´. Pour l’e´chantillon dilue´ 100 fois, les courbes de viscosite´ du plasma
et de la semence sont presque confondues. A ce taux de dilution la contribution des sper-
matozo¨ıdes est en effet presque insignifiante. Il faut aussi noter le fait que la pente de la
loi de puissance est plus importante dans les cas dilue´ que pour l’e´chantillon pur. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que les nageurs soient presque inactifs ou morts ou par le
fait que la dilution effectue´e dans une solution tampon de NaCl modifie le comportement
du fluide.
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Figure 5.9 – Comparaison des viscosite´s du plasma (  ) et de la semence (  ) dans
le cas de spermatozo¨ıdes morts. Les deux courbes pre´sentent la meˆme pente signifiant un
meˆme coefficient de consistance.
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Figure 5.10 – Viscosite´ dynamique η en fonction du taux de cisaillement γ˙ pour la
semence et le plasma pur et leur diffe´rentes dilutions. Les symboles pleins sont pour la
semence et ses dilutions tandis que les creux sont pour le plasma et ses dilutions. les codes
de couleurs sont ainsi de´finis : ( ,  ) : pure – (I ,B ) : dilution 10 – ( , ) :
dilution 100. Les valeurs de viscosite´ diminuent au fur et a` mesure qu’on dilue jusqu’a`
atteindre des valeurs proches de la viscosite´ de l’eau aux grands γ˙. On voit aussi, pour
chaque dilution, que la semence est plus visqueuse que le plasma mais les deux conservent
toujours un comportement rhe´o-fluidifiant avec la meˆme pente.
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5.4.2 Mesure en oscillation : mesure des modules visqueux et
elastique
Nous avons eu la confirmation que le plasma est un fluide rhe´o-fluidifiant (non-Newtonien),
il s’ave`re maintenant inte´ressant d’e´tudier ses proprie´te´s visco-e´lastique en mesurant les
modules visqueux et e´lastique par la proce´dure de mesure en oscillation. Au pre´alable,
il faut se placer dans le domaine line´aire en de´terminant la de´formation maximale pour
laquelle le fluide reste dans son e´tat d’e´quilibre.
Domaine lineaire
Le coˆne (CP1/35) induit un cisaillement oscillant, toujours a` la meˆme fre´quence, mais
avec une amplitude croissante. L’amplitude de de´formation est exprime´e en pourcentage
d’angle α du coˆne (2◦). Ainsi l’angle, Φ, parcouru lors des oscillations est donne´ par :
Φ = αγ pi
180
. Apre`s plusieurs essais destine´s a` situer les parame`tres ide´aux pour la mesure,
on situe le domaine de visco-e´lasticite´ line´aire pour le plasma se´minal a` un maximum de
2% en amplitude (figure 5.11).
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Figure 5.11 – Recherche du domaine line´aire pour le plasma se´minal.
Modules visqueux et elastique
Une autre caracte´ristique a` appre´cier pour un fluide biologique, comme nous l’avions
pre´ce´demment mentionne´ est sa visco-e´lasticite´. Cette mesure nous fournira une informa-
tion sur sa fre´quence critique fc. Cette dernie`re correspond a` la fre´quence d’un cisaillement
oscillant ou` la situation de domination d’un module sur un autre s’inverse. Cette fre´quence
donne le temps de relaxation τ = 1/fc du fluide qui nous fourni une indication sur le temps
caracte´ristique qu’une sollicitation du fluide doit avoir pour exhiber un comportement plus
visqueux qu’e´lastique.
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La gamme de fre´quences accessibles expe´rimentalement est en grande partie contrainte
par le temps ne´cessaire a` chaque mesure. Ce temps est en effet limite´ par l’e´vaporation
qui de´grade de manie`re importante l’e´chantillon et donc la mesure.
Le temps de mesure a` une fre´quence voulue est lie´ au temps pris par le rhe´ome`tre
pour effectuer la sollicitation. Il est d’autant plus grand que la fre´quence est petite. A
haute fre´quence, l’inertie me´canique du coˆne dans sa rotation rend ne´cessaire plusieurs
re´pe´titions de la mesure qui seront moyenne´es pour augmenter la pre´cision. Au contraire,
a` faible fre´quence, les re´pe´titions sont aussi utiles pour gagner en pre´cision sur la mesure
de faibles couples. A titre d’exemple, une mesure de modules a` f = 0, 01Hz avec 10
re´pe´titions (plus un temps d’inte´gration du signal) prendra plus de 10  1/f = 1000
secondes pour eˆtre faite. On voit qu’il faut ici faire une recherche sur deux gammes de
fre´quences avec des parame`tres de mesure adapte´s (2 re´pe´titions a` basse fre´quence, 10
ensuite).
Dans le cas du plasma, sa visco-e´lasticite´ est bien de´montre´e comme on peut le voir
sur la figure 5.12. Mais nous avons observe´ une grande variabilite´ de cette fre´quence
critique, fc, pouvant aller du simple au de´cuple (figure 5.12). Cette variabilite´, en accord
avec ce que nous avons observe´ pour la mesure de viscosite´, pourrait s’expliquer par la
composition assez complexe en prote´ine du plasma qui peut varier en proportion d’un
individu a` l’autre. A notre connaissance, cette caracte´risation de la variabilite´ biologique
d’une semence par l’observation de son caracte`re visco-e´lastique n’a pas e´te´ rapporte´
ailleurs dans la litte´rature.
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Figure 5.12 – Modules e´lastique et visqueux mesure´s pour diffe´rents e´chantillons de
plasma se´minal. (  ,  ,  ) repre´sentent les modules visqueux qui sont dominants aux
petites fre´quences ou aux longs temps tandis que les modules e´lastiques (  ,  ,  )
dominent aux grandes fre´quences ou aux temps courts. Le temps de relaxation τ = 1/fc
ou` fc qui de´finit la fre´quence a` laquelle les courbes des modules s’interceptent pre´sente
une variabilite´ suivant les individus.
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5.5 Determination d'un uide modele : le HPAM
Si l’on souhaite utiliser des solutions de polyme`res comme fluide mode`le de la se-
mence, il est ne´cessaire de chercher un fluide ayant un comportement rhe´ologique proche
a` savoir un comportement visco-e´lastique et rhe´o-fluidifiant. Nous avons pu identifier un
polyme`re qui, en solution, pre´sente ces comportements. Ce polyme`re est L’Hydrolised
PolyAcrylaMide (HPAM).
5.5.1 Etude comparative
Viscosite
Par interpolation des mesures de viscosite´ du plasma par le mode`le d’Oswald, on
de´termine les valeurs moyennes n = 0, 2657 et k = 0, 103. La mesure faite avec du HPAM
0, 2% en ge´ome´trie CP2/60 a` 20◦C montre quant a` elle n = 0, 2752 et k = 1, 3528. La
valeur de k explique la diffe´rence d’une de´cade de la viscosite´ tandis que la valeur de n
est tre`s proche de celle du plasma.
Les mesures sur le plasma ont e´te´ faites a` 37◦C en ge´ome´trie CP1/35 et l’e´vaporation
e´tait freine´e au moyen d’une cloche. C’est dans cette configuration que la premie`re me-
sure sur le HPAM a` 0, 2% a aussi e´te´ effectue´e (courbe bleue figure 5.13). On remarque,
qu’a` faibles couples, la mesure dans cette configuration est le´ge`rement “bruite´e”. Cet effet
peut s’expliquer par la dure´e importante ne´cessaire a` la stabilisation des mesures, le temps
d’inte´gration des signaux est plus long aux faibles couples. Or la tempe´rature e´leve´e et
la faible quantite´ de fluide font que sur ces dure´es, l’e´vaporation devient conse´quente et
de´grade les mesures. Cela est d’autant notable pour les faibles γ˙ que les mesures s’effec-
tuent a` cisaillement de´croissant.
Accroˆıtre la taille du coˆne et donc le volume de l’e´chantillon semble re´duire l’influence
de la tempe´rature aux faibles γ˙ comme on peut le constater au regard de la courbe rouge
(figure 5.13, HPAM 0, 2% CP2-60 37◦C) qui est proche des mesures effectue´es a` 20◦C
(courbe magenta figure 5.13). On reconnaˆıt donc que la ge´ome´trie n’a pas d’influence, mais
en revanche, la tempe´rature joue un roˆle en de´gradant les mesures au niveau du plateau
Newtonien. Ne´anmoins, l’ensemble de ces mesures montre de manie`re claire que le HPAM
0, 2% pre´sente un comportement rhe´o-fluidifiant en loi de puissance dont l’exposant est
identique pour toutes les configurations des mesures effectue´es ici.
La figure 5.14 nous montre la premie`re e´tude comparative plasma/polyme`res. On
remarque d’abord que les courbes faites avec les polyme`res s’e´talent sur une plus grande
gamme de cisaillement. Les e´chantillons de plasma se desse`chent assez rapidement car
les mesures ont donc e´te´ faites sur une gamme re´duite sans connaissance pre´alable de
l’endroit des plateaux newtoniens. L’utilisation de polyme`re permet donc d’acce´der a` la
gamme de cisaillement pre´sentant le de´but du premier plateau Newtonien.
Domaine lineaire
Il est ne´cessaire dans une premie`re e´tape de caracte´riser l’HPAM a` 0, 2% dans ce mode
et de situer le domaine de visco-e´lasticite´ line´aire. On mesure le module e´lastique G′ et
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Figure 5.13 – Effet de la tempe´rature et de la ge´ome´trie sur la mesure en cisaillement de
la viscosite´ du HPAM a` 0,2%.  : CP1/35 a` 37 ◦C, N – CP2/60 a` 20◦C, 5 : CP2/60
a` 37◦C. On remarque qu’a` faibles γ˙, l’effet de la tempe´rature et de la ge´ome´trie se fait
sentir. Cependant, au dela` de γ˙ = 10−1s−1 ces effets disparaissent.
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Figure 5.14 – On a trouve´ la meˆme loi de puissance pour le HPAM a` 0,2% et la semence.
Les symboles en noir sont pour les mesures sur le HPAM a` 0,2% a` diffe´rentes tempe´ratures
et ge´ome´tries tandis que les symboles en couleur sont pour les mesures sur la semence.
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Fluides Tempe´rature (◦C) Ge´ome´trie n
Plasma 37 CP1/35 0, 27 0.005
HPAM 0, 2% 37 CP1/35 0, 3028
HPAM 0, 2% 37 CP2/60 0, 2868
HPAM 0, 2% 20 CP2/60 0, 2752
Table 5.1 – Comparaison des parame`tres de la loi de puissance interpole´e.
le module de perte G′′ en fonction de l’amplitude de la de´formation, pour une fre´quence
donne´e. Dans la pratique on utilise la ge´ome´trie CP2/60 a` 20◦C pour le HPAM avec un
domaine line´aire situe´ au maximum a` 10% (figure 5.15).
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Figure 5.15 – Recherche du domaine line´aire du HPAM qui est dix fois plus important
que celui du plasma se´minal (figure 5.11).
Modules visqueux et elastique
Pour une bonne comparaison entre le fluide mode`le et le plasma, la mesure des modules
visco-e´lastiques est tout aussi importante. Cette recherche de fre´quence critique nous a
montre´ qu’il faut eˆtre attentif a` la fac¸on dont un instrument, si pre´cis soit-il, proce`de dans
la cre´ation de donne´es face au phe´nome`ne que l’ope´rateur cherche a` mettre en e´vidence.
Dans le cas du HPAM, on de´tecte le croisement des modules a` fc = 0, 007 Hz, soit a`
une pulsation ωc = 2pifc = 0, 044 rad/s et un temps de relaxation τ = 1/fc ' 143 s.
On confirme donc que l’HPAM est un fluide visco-e´lastique s’apparentant a` un fluide de
Maxwell : G′′ domine a` une fre´quence infe´rieure a` la fre´quence critique, c’est a` dire pour
des temps de sollicitation plus long que τ , c’est le re´gime visqueux. Au dela` de la fre´quence
critique, G′ domine et c’est le re´gime e´lastique. Notons que contrairement a` un fluide de
Maxwell the´orique, G′′ ne tend pas a` s’annuler, de meˆme que G′ ne converge pas vers un
niveau constant.
On se souvient aussi que la viscosite´ de l’HPAM est d’une de´cade plus importante
en valeur que la moyenne de celle des plasmas. A priori pour des fluides visco-e´lastiques
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de type Maxwell, a` plus haute viscosite´, le re´gime e´lastique s’e´tend plus qu’a` moindre
viscosite´. Il n’est donc pas e´tonnant de voir la fc du HPAM plus petite que celles des
plasmas. Ce raisonnement ne peut cependant pas eˆtre applique´ aussi facilement pour
classer les fre´quences entre plasmas en regard de leur viscosite´. En effet la viscosite´ d’une
solution de polyme`res est assez bien mode´lise´e alors qu’elle est plus complexe pour les
fluides lie´s a` la reproduction sexue´e (semence, mucus cervical). On retiendra que le HPAM
a une fre´quence assez basse pour que tous les plasmas se situent dans son re´gime e´lastique.
Au dela` de ces conside´rations, il faut cependant retenir que la dispersion observe´e
entre les diffe´rents plasmas en terme de fre´quence critique comme de valeur de modules
ne permet pas de conclure de l’e´quivalence du fluide synthe´tique avec le fluide biologique.
Les parame`tres visco-e´lastiques ne sont pas discriminants. Cela justifie aussi que l’on ait
e´tudie´ la rhe´o-fluidification qui est l’autre comportement commun des deux fluides.
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Figure 5.16 – De´termination de la fre´quence critique du HPAM a` 0, 2% qui est plus
basse que celle du plasma se´minal (figure 5.12).
5.6 Conclusion et perspectives
Nous avons vu que les suspensions de spermatozo¨ıdes pre´sentent un caracte`re rhe´o-
fluidifiant qui se conserve avec avec la dilution. De meˆme le plasma se´minal et la semence
pre´sentent la meˆme loi de puissance de´croissante aux meˆme taux de dilution. Il s’ave`re
dans nos mesures que la semence est plus visqueuse que le plasma sans doute a` cause
de l’inactivite´ des spermatozo¨ıdes qui est constate´e une demi-heure apre`s le pre´le`vement.
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Nous avons pu trouver un fluide mode`le L’Hydrolised PolyAcrylaMide (HPAM) dilue´ a`
0,2% dans de l’eau qui pre´sente des proprie´te´s rhe´ologiques assez proches de celles du
plasma se´minal. C’est une piste a` de´velopper si on envisage des tests ex-vivo.
Finalement pour terminer ce chapitre donnons quelques perspectives au travail pre´sente´.
On a essentiellement aborde´ la rhe´ologie du plasma se´minal alors que d’autres mesures
associe´es au mucus cervical faites en collaboration avec l’e´quipe de Xavier Druart de l’IN-
RIA Tours ont aussi e´te´ effectue´es durant cette the`se. Ces mesures permettent de mieux
caracte´riser quantitativement l’interaction entre les spermatozo¨ıdes et l’environnement
fluide dans lequel ils se trouvent lors de la fertilisation. On sait en effet que les sperma-
tozo¨ıdes passent un temps assez court dans la semence in-vivo. Il est donc le´gitime de
vouloir mieux connaˆıtre leur dynamique dans le mucus cervical. C’est un sujet d’actualite´
dans la biologie de la reproduction. Des mesures rhe´ologiques du mucus a` diffe´rents mo-
ments du cycle des brebis et pour diffe´rentes races ont donc e´te´ mene´es (en collaboration
avec des stagiaires de M2R) dont je n’ai pas donne´ de de´tails dans ce chapitre. Ces mesures
sont rendues difficiles par les volumes de collecte ne´cessaires pour une mesure rhe´ologique
fiable. Les re´sultats obtenus sont en cours d’analyse, mais ce second aspect du travail
dont j’ai omis les de´tails illustre l’importance de l’interaction me´canique/biologie dans
l’analyse fine des me´canismes de la reproduction.
144
Chapitre 6
Conclusion generale
Sommaire
6.1 Resume des resultats . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146
6.2 Perspectives . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147
145
Chapitre 6 : Conclusion ge´ne´rale
6.1 Resume des resultats
Dans ce travail de the`se nous avons mene´ des e´tudes expe´rimentales visant a` analyser
la dynamique individuelle et collective des spermatozo¨ıdes. Nous espe´rons que chaque
aspect de l’e´tude a permis des avance´es significatives sur les proble´matiques aborde´es que
nous tentons de re´sumer dans cette section.
Pour aller a` la rencontre de l’ovule, le spermatozo¨ıde doit parcourir un chemin tortueux
dans un environnement compose´ de fluides complexes. Bien que le me´canisme par lequel
il parvient au site de fertilisation soit plus complexe et faisant intervenir la chimiotaxie, la
pe´ristaltie ainsi que l’activite´ des cils tapissant le tractus fe´minin, la rhe´otaxie y contribue
aussi Tung et al. (2015b). Les spermatozo¨ıdes sont effectivement des nageurs rhe´otactiques
(Kiyoshi and Clapham, 2012; Tung et al., 2015a; Kantsler et al., 2014). Pour e´tudier cette
rhe´otaxie nous avons mis en place un dispositif expe´rimental qui n’avait pour l’instant
jamais e´te´ utilise´ dans cette proble´matique : un rhe´oscope. Dans cet appareil ou` nous
controˆlons a` la fois les conditions d’e´coulement (cisaillement uniforme, taux de cisaille-
ment) et la tempe´rature (37 C˚elcius). Nous avons inse´re´ une came´ra rapide du laboratoire
sur laquelle nous avons pris les commandes pour l’acquisition. Graˆce a` ces mesures et a` leur
post-traitement, nous avons mis en e´vidence une alte´ration du phe´nome`ne de rhe´otaxie
du spermatozo¨ıde par une mole´cule : le Beta-MercaptoEthanol (BME). Cette mole´cule
qui a e´te´ reconnue (test effectue´ dans le de´partement de la physiologie de la reproduction
de l’INRA de Tours) pour faire chuter assez rapidement la dynamique collective et la
note de Motilite´ Massale. Nous avons montre´ que le pourcentage d’individus qui remonte
l’e´coulement est significativement affecte´e. De plus, la dispersion angulaire des trajec-
toires vis-a`-vis de la direction du courant est augmente´e en pre´sence du BME. Enfin, la
vitesse des individus qui remontent le courant est aussi largement affecte´e en pre´sence
du BME. Ces re´sultats montrent un impact fonctionnel e´vident du BME a` la fois chez
le spermatozo¨ıde humain et ovin. Il confirme d’autres e´tudes en cours dans l’e´quipe de
l’INRA Tours, et nous espe´rons que nos re´sultats pourront conforter cette e´tude afin que
nous puissions envisager l’e´criture commune d’une publication sur l’influence du BME a`
la fois au plan mole´culaire (travail en cours a` l’iNRA Tours), et fonctionnel (le travail
pre´sente´ dans cette the`se) chez l’ovin et chez l’homme.
Nous avons par ailleurs aborde´ l’analyse quantitative de la turbidite´ de la semence
pure, aussi appele´e motilite´ massale. Pour cela, nous avons adopte´ des proce´dures de confi-
nements de la semence dans des chambres de diffe´rentes profondeurs. Avec une me´thode
de´ja` utilise´e dans la litte´rature (PIV sur les textures de niveaux de gris) dans ce contexte
nous avons e´tudie´ en de´tails les proprie´te´s dynamiques et statistiques des champs de
vitesses. Nous avons d’ailleurs ve´rifie´ par comparaison entre PIV et suivie de particule
(PTV) que la vitesse mesure´e est une vitesse physique. Notre e´tude a permis d’ identifier
une bidimensionnalite´ de l’e´coulement quand la suspension est confine´e dans des chambres.
Cette bidimensionnalite´ affecte le spectre des champs de vitesses, le rapport des vitesses
horizontales et verticales, le parcours typique de traceurs passifs dans la chambre, et la
vitesse de dispersion des traceurs fluorescents passifs. Dans ce dernier cas, les re´sultats
attendus sur la loi d’e´chelle de se´paration, ou` la vitesse relative des traceurs croˆıt pro-
portionnellement a` leur distance ont e´te´ obtenus avec une grande qualite´ statistique.
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Tous ces indicateurs convergent vers la caracte´risation d’une turbulence bidimensionnelle
dont les proprie´te´s sont proches d’une cascade d’enstrophie. Nous avons aussi avance´ des
arguments quantitatifs pour comprendre l’origine du confinement vertical dont la taille
caracte´ristique des structures est du meˆme ordre que celle d’un spermatozo¨ıde. Nous in-
terpre´tons cette structuration bidimensionnelle par l’existence de couches lamine´es par la
pre´dominance des fortes interactions ste´riques.
Outre la caracte´risation quantitative de la motilite´ massale confine´e dans des chambres
calibre´es, cette the`se a aussi poursuivi le but de simplifier l’analyse de ces comportements
collectifs, afin de trouver des crite`res quantitatifs a` corre´ler avec la dynamique collective
a` la motilite´ massale. Nous avons pour cela e´labore´ une nouvelle approche en mettant
en e´vidence la rotation spontane´e de semence fraˆıche dans des enceintes micro-fludiques
annulaires controˆle´es. Deux brevets (un national et un europe´en) ont e´te´ de´pose´s sur
ce dispositif, en commun avec les autres membres du projet associe´s a` ce travail. Nous
avons aussi de´veloppe´, compare´ et valide´ une me´thode d’analyse rapide des mesures de
PIV par un traitement nume´rique spe´cifique. Ce dispositif et cet outil d’analyse nous a
permis une e´tude quantitative exhaustive du phe´nome`ne de mise en rotation en variant
la concentration des e´chantillons et les parame`tres ge´ome´triques des enceintes annulaires.
Nous avons identifie´ l’origine des observations comme e´tant lie´es a` une transition de phase
d’alignement des nageurs. Une comparaison avec les pre´dictions the´oriques du mode`le de
SOH donne des re´sultats cohe´rents. De plus nos mesures expe´rimentales ont aussi mis en
e´vidence un re´gime d’oscillation dynamique qui est maintenu meˆme quand la rhe´ologie de
plasma se´minal est modifie´e.
Le plasma se´minal a une composition tre`s complexe et comme un grand nombre de
fluides biologiques, il posse`de un caracte`re non-Newtonien rhe´ofluidifiant en loi de puis-
sance. Cet aspect rhe´ofluidifiant persiste meˆme pour diffe´rentes dilutions dans du NaCl.
Pour ces dernie`res la loi de puissance est la meˆme. Nos re´sultats montrent que la pre´sence
des spermatozo¨ıdes ne semble pas changer la loi de puissance observe´e pour ces diffe´rentes
dilutions ainsi que le caracte`re rhe´ofluidifiant. Il a e´te´ de´montre´ que l’activite´ des pushers
(Sokolov and Aranson, 2009; Gachelin et al., 2013; Lo´pez-Pe´rez and Pe´rez-Clariget, 2012)
a un effet sur la viscosite´ mais il nous a e´te´ difficile de le mesurer. La dure´e de vie assez
limite´e des spermatozod¨es dans la suspension a e´te´ pour nous un gros facteur limitant.
6.2 Perspectives
Approfondissement de l'eet du BME : Nous avons mis en e´vidence que le
BME affecte ne´gativement la rhe´otaxie des spermatozo¨ıdes. La prochaine e´tape sera de
comprendre comment elle influence la nage individuelle en particulier la dynamique du
battement flagellaire en proce´dant a` une segmentation de ce dernier sur une population
d’individus suffisamment repre´sentative. Ce travail a e´te´ de´bute´ durant cette the`se mais
l’outil de segmentation de´velope´ par l’e´quipe Morphe`me de l’INRIA de Sophia n’est arrive´e
a` maturite´ qu’au de´but de la re´daction de cette the`se. Des campagnes de mesures avec des
came´ras rapides ont cependant permis de collecter des banques de donne´es qui pourront
par la suite eˆtre traite´es.
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Turbulence : Les re´sultats sur la turbulence ont e´te´ effectue´s sur des chambres de
profondeurs de 100 a` 200 µm. Quelques mesures en chambres de 400 µm ont aussi e´te´
effectue´es. Peut-eˆtre qu’une exploration plus syste´matiques de l’effet pour de plus larges
e´paisseurs de la chambre de confinement permettrait de mieux comprendre le lien de la
structuration en couche avec l’e´paisseur du confinement. Par ailleurs, malgre´ les progre`s
de compre´hension que nous avons pu apporter sur la structuration en couche lamine´es
turbulentes de la dynamique collective confine´e, un des points qui reste encore en suspens
est l’origine physique des volutes. Deux hypothe`ses que nous avons identifie´es en de´but
de the`se sont soit des zones de concentration pre´fe´rentielle des cellules, soit des zones
d’orientation pre´fe´rentielle de groupes de cellules. Pour tester ces deux hypothe`ses nous
avons effectue´ des mesures 3D en microscopie confocale et en microscopie a` deux photons,
sur des e´chantillons. Les re´sultats de ces mesures sont toujours en cours d’analyse.
Anneaux : Comme mentionne´ dans le chapitre 4, ces re´sultats doivent eˆtre suivis
d’une campagne d’inse´mination. En fait l’ide´e qu’il y a derrie`re est d’abord de de´velopper
le dispositif micro-fluidique et automatiser la mesure de la vitesse de rotation. Ainsi au
de´but d’une campagne d’inse´mination les vitesses de rotation seront estime´es ainsi que la
motilite´ massale. Ainsi la fin de la campagne une e´tude statistique sera faite pour voir si
les choix de semence sur la base de la vitesse de rotation sont bien corre´le´s avec le taux
de fertilite´ des animaux inse´mine´s.
Rheologie : Vu que le rhe´ome`tre (Haake Mars III) dont nous disposons ne peut
pas eˆtre de´place´, la difficulte´ principale dans la mesure de rhe´ologie e´tait la dure´e de
transport entre le site de pre´le`vement et le laboratoire ou` se fait les mesures. Ce temps est
largement au dela` de la dure´e de vie du spermatozo¨ıde dans la suspension. Maintenir en
vie les spermatozo¨ıdes tout en gardant les proprie´te´s rhe´ologiques de la suspension est un
grand challenge dont il faudrait s’affranchir pour pouvoir faire ces mesures si la difficulte´
de de´placer le rhe´ome`tre sur le site de pre´le`vement persiste. Nous avons commence´ une
e´tude sur la rhe´ologie du mucus cervical en collaboration avec l’INRA de Tours (pendant
2 stages de M2 de la physiologie de la reproduction) de brebis de diffe´rentes races pour
les corre´ler a` leur fertilite´. Une autre piste pour la suite de ces travaux serait de mesurer
ex-vivo les parame`tres me´caniques du battement du flagelle dans ces diffe´rents mucus.
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1. Introduction
Mammalian fertility analysis is an important industrial issue
because of the selection for breeding. This is one reason,
beside fundamental interest, for which many studies analyse
the individual motion of the spermatozoon (Gaffney et al.
2011). On the other hand, more recent reviews suggest that
neither individual motion indicators nor molecular markers
can be clearly correlated to fertility (Kastelic and Thundathil
2008; Nathali and Turek 2011). This is why the industry still
uses the scoring of sperm motility from the observation of
semen sessile drop with a phase-contrast microscope. This
observation of pure semen displays wave motion associated
with millions of sperm moving together in circular waves
and whirlpools. The moving speed, deformation and size of
whirlpools were ranked and scored. Similar collective
movements have also been observed in different biological
suspensions above a certain concentration (Sokolov et al.
2007). But until today, there has been no clear analysis of the
origin of the observed whirlpools dynamics in semen. In this
article, we provide new insights on the origin of whirlpools.
As the sessile drops do not permit a careful control of the
micro-hydrodynamic boundary conditions associated with
surface tension variations, we investigate collective effects
in controlled rectangular cells confined span wise with 20
and 100mm depth. We mainly analyse the influence of the
confinement and the concentration on the appearance of
whirlpools.
2. Methods
Samples of ram semen have been collected at CRIOPYC, an
insemination center in Toulouse (France). The experimental
set-up comprised a fast camera (pco.dimax) coupled with a
Nikon DIAPHOT-TMD phase-contrast microscope. The
images have been acquired at 50 Hz with a £ 4
magnification calibrated at 921 pixels/mm. For the confine-
ment effect observation, the sperm sample has beenplaced in
20 and 100mm depth cells. The sample was maintained at
348C during the experiment. We analyse the robustness of
the whirlpool dynamics to dilution by adding NaCl isotonic
solution to the semen at various concentrations.
3. Results and discussion
We observed that the whirlpools are both sensitive to the
confinement and concentration. As can be observed in
Figure 1(a), there is no such structure in a 20-mm depth
cell, even in the pure semen sample. On the contrary,
when increasing the cell depth to 100mm, the structures
of black whirlpools are clearly visible in pure semen
(Figure 1(b)) or even in diluted semen (Figure 1(c)). It is
interesting to mention that it takes few seconds before the
appearance of the whirlpools after the semen injection in
the cell. This can be explained by the fact that the
capillary-driven semen in-flow has to settle for a while
before the flow due to spermatozoa movement takes on
large-scale dynamics.
When increasing the dilution to 5 times, as exemplified
in Figure 1(d), the structures of whirlpools disappear.
Hence, our experiments show that collective dynamics
arises within calibrated cells when two conditions join
together: at sufficient concentration and for sufficient in-
depth space. The head of ram spermatozoa is roughly
ellipsoidal with typical length along the principal axis
being 5, 3 and 8mm. Direct high resolution observations
confirm that two of them can hardly span along the 20-mm
depth direction. Hence, structures of whirlpools necessi-
tate the interactions of microorganisms in three dimen-
sions. They either result from a concentration or an
orientation effect. It is not surprising that the wall
confinement plays a significant role in the interactions of
micro-swimmers (see e.g. Cosson et al. 2003; Berke et al.
2008; Denissenko et al. 2012). It is, however, the first
direct experimental evidence of such an impact on the
appearance of whirlpools. Furthermore, note that the
lifetime of spermatozoon dynamics is close to 30min.
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After this short time, the structure of whirlpools remains
frozen in the semen even after the spermatozoon death. We
then wish to provide some quantitative structural analysis
of the statistical spatial properties of whirlpools on the
20482 pixels images.
In order to quantify the spatial correlation within the
structure of whirlpools, we compute the energy spectral
density (ESD) of the image grey level, averaged over several
hundred images. To estimate the energy distribution versus
the spatial frequency, we have plotted the ESD versus the
wave number. Before calculating the ESD, each image has
been divided by an average of one to remove stagnant parts.
As the 2D spectrum display isotropic wave-vector depen-
dence, we average over the azimuthal direction and represent
the ESD versus the wave-vector norm. Figure 2 displays the
resulting spectrum in bi-logarithmic representation. Figure 2
(a) shows a widely distributed spectrum, which can be
associated with long-range power-law correlations. Such an
isotropic spatial correlation in the whirlpools elongated
structure is the signature of cooperative collective inter-
actions, which built long-range structural organisation within
semen, at length scales much larger than the size of sperm
cells. In fact, the observed upper cut-off in the spectrum
corresponds to 10mm, which is indeed the size of the sperm
head. This result is reminiscent the some recent observations
in bacteria dense flow (Wensink et al. 2012), in which the
long-range organisational orientation has also been observed.
It is interesting to mention that dilution neither affects the
length-scale nor the cut-off of the resulting spectrum.
4. Conclusions
In this paper, we have characterised the collective
movement in the ram semen. It confirms the existence of
collective motion, which is manifested by the appearance
of whirlpools. We observed them on sessile pure semen
drop, in confined cells of 100mm depth, but not in more
confined cells above a certain dilution rate. Studies are
underway to understand the origin of the whirlpools.
Furthermore, we characterised their spatial correlation
with a power-law with a cut-off frequency.
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Figure 1. (a) Phase-contrast microscopic observation of ram
semen confined in a 20mm depth cell. (b–d) Same conventions
for a 100-mm depth cell with pure (b) and diluted semen in
isotonic NaCl (two times diluted in c and five times in d). One can
observe the elongated structures of dark whirlpools, in which the
orientation looks isotropic and appears only in the 100-mm depth
cell (b and c) but not in the 20-mm depth cell (a).
Figure 2. (a) ESD of pure and five times diluted semen. (b) Pure
semen’s ESD fitted by a power law with a cut-off frequency kc.
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Turbulence of swarming sperm
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Collective motion of self-sustained swarming flows has recently provided examples of small-scale turbulence
arising where viscous effects are dominant. We report the first observation of universal enstrophy cascade in
concentrated swarming sperm consistent with a body of evidence built from various independent measurements.
We found a well-defined k−3 power-law decay of a velocity field power spectrum and relative dispersion of small
beads consistent with theoretical predictions in 2D turbulence. Concentrated living sperm displays long-range,
correlated whirlpool structures of a size that provides an integral scale of turbulence. We propose a consistent
explanation for this quasi-2D turbulence based on self-structured laminated flow forced by steric interactions
and alignment, a state of active matter that we call “swarming liquid crystal.” We develop scaling arguments
consistent with this interpretation.
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I. INTRODUCTION
Large-scale coherent dynamics in sessile drops of bacterial
flows [1] or sperm [2,3] were reported many years ago. For
spermatozoa confined between two plates [2], coherent vortex
rings composed of as few as 10 individuals were observed to
form. In the case of sperm, collective motility analysis based
upon the observed turbidity in the vicinity of the sessile drop
contact line has been used as a reliable index for male fertility
scoring [3] in livestock. At a more fundamental level, there has
been recent interest in the long-range spatiotemporal dynamics
in concentrated suspensions of swimmers [2,4–11].
Collective motion of swarming flows is an emerging
topic that involves challenging issues related to its con-
tinuum mesoscopic description, especially at high densities
[12–21].
Recent observations in bacterial suspensions have shown
that highly concentrated swarming flows display “turbulent-
like” [4,8,22] behavior without inertia. While the use of the
term “turbulent” might seem inappropriate in the context of
inertialess flow (“chaotic” or “intermittent” are arguably more
appropriate), it has been used in the present article due to its
use in the majority of previous studies in the field [4,8,22].
Various turbulent phases are expected [8] depending on
the confinement, the concentration, and the aspect ratio of
the active swimmers, and different turbulent behaviors have
indeed been observed [8,22]. However, many details remain
to be considered to provide a clear and reliable picture of this
complex state of active matter. This contribution suggests new
evidence that turbulent swarming flows can indeed present
clear self-similar behavior which exhibits many similarities
with a direct enstrophy cascade.
*acreppy@imft.fr
†opraud@imft.fr
‡Xavier.Druart@tours.inra.fr
§philippa.kohnke@tours.inra.fr
‖fplourab@imft.fr
II. EXPERIMENTAL METHODS, CALIBRATION,
AND VALIDATIONS
A. Ram semen characteristics
Ram semen is highly concentrated with a volume fraction
φ ≈ 50%. This volume fraction is calculated based on the
concentration and the ram spermatozoon dimensions. The ram
spermatozoon length is approximatively 60 μm with 50 μm
of it being the flagellum. Its head has an ellipsoidal shape, flat
at the bottom and round at the top with a thickness of 3 μm, a
10 μm length, and 5 μm width.
B. Camera recording and microscope setup
For gray-level images, we use a high-speed camera PCO
Dimax S4 (Photon Lines, France) mounted on a phase-
contrast microscope (Nikon, Japan). For fluorescent images,
we use a pco.edge camera (Photon Lines, France) mounted
on a fluorescent microscope (Olympus BH2, Japan). Both
microscopes are equipped with temperature control systems
and with ×4 magnification objectives. Recorded images are
2000 × 2000 pixels and have 12 bits of gray level. The frame
rate is 50–100 Hz. Phase contrast is performed by a transparent
phase plate in a phase-shift ring so as to enhance sample
contrast. For the particle image velocity (PIV) measurement
the pixel size is 1.08 μm × 1.08 μm, which gives recorded
windows of 2 mm × 2 mm. The pixel size is 1.5 μm ×
1.5 μm for particle tracking velocity (PTV) acquisitions giving
1.628 mm × 1.628 mm recorded windows. The ram sperm
samples were confined in Leja (IMV) chambers of 100, 150,
and 200 μm depth.
C. Particle image velocity (PIV) reconstruction
The standard image correlation PIV algorithm DavisTM
has been used on the gray-level phase-contrast images. The
projection of the Eulerian velocity field in the focus plane
is reconstructed on a two-dimensional (2D) grid using a
cross-correlation PIV algorithm. The algorithm estimates
the most probable displacement of grid-centered small win-
dows (identification window) between two successive frames.
1539-3755/2015/92(3)/032722(11) 032722-1 ©2015 American Physical Society
CREPPY, PRAUD, DRUART, KOHNKE, AND PLOURABOU ´E PHYSICAL REVIEW E 92, 032722 (2015)
FIG. 1. (Color online) Trajectories of fluorescent spheric shape
particles. Each color represents the curvilinear path of a particle. x
and y units are in microns.
Iterative calculations are done to take into account the
deformation of the identification window in order to increase
the accuracy and reduce peak locking.
The spatial resolution is dictated by the size of this window,
which in our case is 16 pixels× 16 pixels, which corresponds to
17 μm × 17 μm. This size is small enough to resolve spatial
structures on the order of a few spermatozoa. The velocity field
is obtained on a grid of size 126 × 126.
D. Particle detection, tracking, and PTV
Fluorescent microparticles (Spherotech, FH-2056-2)
were mixed with semen at a final concentration of
3.9 × 106 beads/ml. The fluorescent microparticles have
high-intensity Nile red fluorescence (excitation/emission
530/605 nm), size 1.7–2.2 μm and density 1.05 g/cm3. They
are spherical and uniform in shape.
Particle detection algorithms have been coded in house
using MATLABTM. Individual beads are tracked along time from
PTV of the fluorescent images as illustrated in Fig. 1.
1. Detection
Individual particles are first detected using a particle
mask convolution analysis [23]. A particle template which
consists of a 2D Gaussian distribution G having an isotropic
standard deviation of σ = 5 pixels is scanned over the entire
image in order to detect the peaks of image intensity which
correspond to the particles. We compute the normalized
convolution
C(i,j ) = i,j I (i,j )G(i + i)G(j + j )√
i,j I 2(i,j )
√
i,j (GiGj )2
,
where G(i) = exp(−i2/2σ 2)/√2πσ is the normalized Gaus-
sian, and I (i,j ) is the original image gray-level intensity. A
0.45 threshold is then applied to C(i,j ) in order to provide
an isolated binary island for each event detection. The center
of the detected particle is then computed by performing a 2D
Gaussian regression [24] into the convolution field C(i,j )
to provide a subpixel accuracy of the position xnp of particle p
of image n.
2. Tracking
Since the mean displacement of the particle images is small
compared to the mean inter-particle distance, the matching
particles pairs between two successive frames can be found by
pairing each particle in the first frame with its closest neighbor
in the second frame. For each detected position xnp of image n
we find any particle p′ of image n + 1, whose position xn+1p′
lies within a radius of R = 10 pixels, i.e., |xn+1p′ − xnp| < R.
We then select the closest event for the pairing.
3. Particle tracking velocity (PTV)
For a particle p whose position, xnp, in image n, moves to
position xn+1p in the subsequent image n + 1, its velocity is
vnp = (xn+1p − xnp)/t where t is the time between frames.
By considering in each image n the relative distances D2 =
|xnp − xnp′ |2 and relative velocities V 2 = |vnp − vnp′ |2 of each
(p,p′) particle pair, we can build a very robust statistics
of the relationship between D and V averaged over all
pairs and all images. These data are shown in Fig. 10
below.
4. Comparison of PIV and PTV
Finally, we investigate whether phase-contrast gray-level
texture PIV gives a sensible measurement of the real flow
field from a direct comparison with PTV. Since small particles
beads are perfect inertialess Lagrangian tracers of the flow,
they offer the most reliable estimate of the local flow
velocity.
In addition to the fact that PTV and PIV fluctuations have
similar PDFs as shown in Fig. 2, we directly investigate
for each event, the relative error between PIV and PTV.
On the same sequence of images of pure semen seeded
with Lagrangian PMMA-Rhodamine B-particles of 1−35μm
diameter, a comparison was performed by interpolating the
PIV to the beads particle locations. We found the relative error
between PIV and PTV to systematically drop from 50% for
particle diameters of 10–15 μm to 25% for particle diameters
of 30–35μm as shown in Fig. 3. This is consistent both with the
optical averaging of the velocity field within the microscope
-3 -2 -1 0 1 2 3
10-2
10-1
FIG. 2. (Color online) The normalized PDFs of the PIV ( ) and
PTV ( ) fluctuations velocity have a Gaussian similar fit. ( )
Distribution.
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FIG. 3. (Color online) The decrease of the relative error against
beads diameter d . Comparison between PIV and PTV for different
interpolants of the PIV on the particle positions : linear interpolation;
: cubic interpolation; : spline interpolation. This is consistent with
the optical field depth of the microscope δ = 25 ± 10 μm.
field depth δ = 25 ± 10 μm, as well as the PIV window size
and the resulting interpolation error. This observation provides
strong evidence to support that the velocity field measured
from the image gray-level texture correlation is indeed very
close to the depth-averaged true velocity of the flow over the
microscope field depth.
E. Sample collection and scoring
Ejaculates from adult Lacaune rams were collected with an
artificial vagina [25]. All ejaculates used in this study scored
over three for Massal mobility (MM), had a thick and creamy
appearance, and were free of blood and urine contamination.
Wave motion of semen was observed in a 10 μl drop of raw
semen on the warming plate of a BH-2 Olympus microscope
with a 4× phase-contrast objective. The MM score was
performed based on the Herman definition (13). The MM score
was refined from its original definition to subjectively assess
the rotation speed of dark waves (5 being the maximal speed).
The sperm concentration was also assessed by measurement
of absorbance using spectrophotometry. Such measurements
provide a precalibrated estimation of the cell concentration
inside a cylindrical tube (the calibration has been validated
against other techniques such as manual counting). From the
concentration, and knowing the volume of each individual, we
infer the volume fraction.
F. Rheological behavior of pure and dilute semen
We perform a rheological analysis of pure and dilute
fresh samples. Between 1 and 4 h after collection, samples
maintained at 15 ◦C were placed into the lower plate of a cone-
plate rheometer (Mars III Fischer Scientific). All dilutions
were performed with isotonic NaCl. We mainly use a 1◦ angle,
35 mm diameter cone, since the quantity of fluid involved is
obviously limited for semen collections (typically 1.5 ml).
Nevertheless, some results have been confirmed and validated
with a 1◦ angle, 60 mm cone diameter. Each measurement
was performed during a steady state of the torque. The time
lag associated with its stabilization is 180 s, and for each
10-3 10-2 10-1 100 101 102
10-3
10-2
10-1
100
101
FIG. 4. (Color online) Viscosity μ dependence on shear rate γ˙
for pure semen and seminal plasma and their dilutions. Full symbols
are for semen and hollow ones for seminal plasma. The color codes
pertain to ( , ), pure– ( , ), ×10 dilution, ( , ), ×100 dilution.
The viscosity value decreases as the dilution rate increases for
both semen and plasma until reaching the water viscosity for high
shear rate. For each dilution rate the semen is more viscous than
the plasma but still displays the same shear-thinning behavior with
approximatively the same slope.
measurement, the integration time for the torque evaluation
is 30 s. Each experiment has been performed at 37◦ while
preventing the evaporation of the fluid during the measurement
process (about 30 min) by confining the cone/plate setup into
a controlled saturated water vapor enclosure. The shear rate γ˙
has been varied from 10−3 to 2 × 102 s−1.
Figure 4 illustrates the semen viscosity, which displays
a typical shear-thinning power-law behavior. Since a very
similar curve is observed for seminal plasma, it can be deduced
that this shear-thinning behavior is typical of the plasma
protein suspensions and weakly dependent on the presence of
spermatozoa. This result is consistent with previous rheolog-
ical analysis for other species [26,27]. This is also confirmed
from the curve obtained for diluted plasma where we obtain the
viscosity of water at large shear rate and the same power-law
behavior at lower shear rates. Spermatozoon is a pusher-like
swimmer, the presence of which decreases the semen viscosity
[28–30], unlike to puller [31]. Due to the very reduced lifetime
of spermatozoon activity, we were unable to perform viscosity
measurements on active semen. All the presented rheology
measurements were performed on weakly active or inactive
spermatozoa suspensions. As found for suspensions of B.
subtilis (pusher-like swimmer) [29], our results show that for
nonactive cells the viscosity increases with concentration.
III. EXPERIMENTAL RESULTS
We experimentally investigate the statistical turbulence of
semen with various complementary indicators.
After collection, a pure, fresh ram semen sample was
introduced into a confined transparent glass chamber of 1 cm in
length in each horizontal direction and a few hundred microns
(H = 100,150,200 μm) in thickness. H is much larger than
cell size since the ram sperm head size is a  10 μm. Direct
032722-3
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FIG. 5. (Color online) (a, b) Phase-contrast microscope images of fresh semen placed between two glass plates separated by 100 and
150 μm, respectively (movies S1 and S2 in Ref. [32]). (c) PIV field obtained from (a). (d) Normalized color-coded vorticity field ω′(x,y)/√
′
computed from (c) superposed with the instantaneous velocity streamlines (red lines). Scale bars represent 200 μm in a,b, c, and d.
light phase-contrast reveals visible structures of many scales
as shown in Figs. 5(a) and 5(b) (see movies S1 and S2 in
Ref. [32]). The observed whirlpools in Figs. 5(a) and 5(b)
are weakly sensitive to the cell gap H , but insensitive to the
orientation of the glass chamber with respect to gravity. This
dependence is quantitatively analyzed in Sec. III A. Hence
in the following, we will ignore the influence of gravity,
and the glass chamber is set up horizontally in the (x,y)
plane. The collective structures of the resulting swarming flow
can be quantitatively analyzed using PIV measurements (see
Sec. II D).
A. Integral scale
An example of 2D flow field u(x) = (u(x),v(x)) at a hori-
zontal position x ≡ (x,y) is provided in Fig. 5(c). Considering
u′(x) = u(x) − 〈u〉 the velocity fluctuations by subtraction of
the mean flow 〈u〉(t), Fig. 5(d) shows the vertical component of
the vorticity ω′(x) = ∇ × u′ = ∂xv′(x) − ∂yu′(x) normalized
by the enstrophy 
′ = 〈|ω′2|/2〉 where 〈•〉 ≡ ∫
S
•dS/S and
S is the total horizontal surface. We see that the largest flow
structure is typically smaller than the recorded windows but
much larger than individual cells (see movie S3 in Ref. [32]).
In order to further analyze this integral length scale the
spatiotemporal correlation functions were evaluated. This
provides insight into the structure cascade and its dynamics
[7–11]. The energy-to-enstrophy ratio defines an integral
length scale [8]
L =
√
E′‖/
′, (1)
which is shown in Fig. 7(b). The relationship between 
′ and
E′‖ displays a linear trend, leading to a well-defined integral
length scale L that is independent of the initial energy of the
active flow. As expected, L is close to the observed maximum
whirlpool sizes. Table I shows L for different values of H . A
TABLE I. The integral length scale L for different gap spans of
the glass chambers H . N is the sample number and φ the evaluated
volume fraction.
N H (μm) L (μm) C (109cells/ml) φ(%)
6 100 126 ± 16 5.2 ± 1.1 50 ± 11
1 150 133 5.4 52
1 200 146 5.4 52
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FIG. 6. (Color online) (a) Phase contrast gray-level images (b)
Whirlpool detection, segmentation, and ellipse extraction.
weak dependence is found, the significance of which will be
discussed in Sec. IV.
We wish to compare this integral length scale L with the
whirlpool structures present in Figs. 5(a) and 5(b). For this
we need another quantification independent of the flow field,
but related with image texture, so as to detect and quantify
a typical length scale for the whirlpools. For this, gray-level
phase-contrast images are thresholded at 70% of the gray-level
mode. The resulting binary images are then dilated (using
dilation morphological operator) with 5 × 5 square structural
elements. The resulting images are filtered with a median filter
whose size is between 31 and 41 pixels and again binarized
with the same threshold. A typical example is illustrated in
Fig. 6(b), which can be compared with the original gray-level
display in Fig. 6(a). Connected components associated with
the whirlpools are then detected. An ellipse is extracted,
the properties of which preserve the second moments of the
connected component pixel region [cf. Fig. 6(b)]. The center
of each ellipse corresponds to the barycenter of the connected
component. We then use the major axis of the ellipse as a
typical length scale l of the whirlpools and compare it with the
integral scale L defined in Sec. III A. L and l are compared
in Table II where one sees they have similar values. An average
TABLE II. The integral length scale L and the whirlpools
characteristic length l for different values of H .
H (μm) l (μm) L (μm)
100 119 109
100 125 126
100 112 108
100 129 128
100 150 137
100 130 150
150 175 133
200 183 146
6% difference is found between both estimation of the integral
length scale. This is an interesting observation since one is
obtained from kinematics properties of the flow, and the other
one results from the analysis and segmentation of gray-level
texture.
B. Two-point correlation of the flow field
The PIV and PTV statistics of the velocity fluctuations,
u′(x) = u(x) − 〈u〉, is found to be isotropic and close to Gaus-
sian (see Fig. 2) as in Refs. [8,22]. The two-point correlation
between point x and point x + ξ of u′(x) is analyzed along
the direction parallel to ξ , u′‖ = u′ · ξ/|ξ |. The correlation
function was found to be isotropic. Hence we consider only
its dependence with distance |ξ |, as illustrated in Fig. 7(a).
Considering the dimensionless distance |ξ |/L, provides a
nice collapse of the correlation functions in Fig. 7(c). We
see that the integral length scale L also defines the typical
correlation length that is independent of the initial energy of
the active fluid [see Fig. 7(b)]. It is interesting to mention
that an integral time scale τ  can be also extracted from our
measurements, as illustrated in Fig. 7(e). A nice collapse of
the time-correlation profile is also obtained. This integral time
scale displays a linear trend with the typical mesoscopic time
scale built upon the enstrophy 
′ = 〈|ω2|/2〉, τ˜ ∼ 1/√
′ as
shown in Fig. 7(d).
We now analyze the “internal” length scale of the velocity
field from the swimmer size a to the integral scale L. For
this purpose, we consider the energy spectrum, which is
the signature of the cascade in the kinetic energy. From the
observation of an isotropic velocity Fourier transform uˆ′(k) in
the wavelength k plane, we evaluate the averaged azimuthal
kinetic energy spectrum in Fig. 8.
This spectrum displays three distinct regimes: at small k,
it saturates to a white noise plateau, whereas, above a definite
critical wavelength kc, it displays a clear power law decay.
At large k, it saturates again when k reaches a second critical
value ka . The first regime corresponds to scales where the
largest vortex reaches the size of the integral scale L, since
kc = 2π/L. At this stage, the fluctuations are uncorrelated in
space and form a random set of coherent structures observed
in Figs. 5(a) and 5(b) as already found by Refs. [4,5,8,10,11].
The second regime displays a well-defined, self-similar scale
cascade, consistent with the k−3 power-law decay illustrated
with dotted lines in Fig. 8. More precisely, from fitting each
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FIG. 7. (Color online) (a) Longitudinal correlation function of the fluctuation velocity field, ρ(ξ ) = 〈u′‖(x)u′‖(x + ξ )〉/〈u′2〉 obtained from
PIV measurements. The different set of curves corresponds to different semen samples recorded within chambers whose depths are :
H = 100 μm; : H = 150 μm; : H = 200 μm. (b) The 2D fluctuating kinetic energy E′‖ = 〈|u′|2/2〉 is plotted versus the fluctuating
enstrophy 
′ = 〈|ω′|2/2〉 for six different experiments each of more than 2000 images. Each circlular symbol represents an experiment in a
100 μm chamber where error bars represent the enstrophy standard deviation on each hole sequence. The dotted line shows the linear trend
associated with a constant ratio E′‖/
′, the square root of which provides the integral length L =
√
E′‖/
′. (c) The collapse of the curves
when considering dimensionless distance ξ/L along the horizontal axis. (d) The linear trend between integral time scale τ  obtained from the
first zero of the temporal correlation function ρ(τ ) = 〈u′‖(t)u′‖(t + τ )〉/〈u′2〉 and the mesoscopic time scale τ˜ obtained from enstrophy. (e)
Temporal correlation function ρ(τ ) plotted versus the dimensionless time τ/τ , where τ  defines the characteristic time obtained from the first
zero of the temporal correlation function.
individual experiment, we estimate the error bars on the
power-law decay to be −3 ± 0.4648. Such k−3 power-law
decay is indeed found in quasi-2D turbulent flows. Then the last
white noise plateau regime for k > ka = 2π/a is consistent
with size of the order of individual swimmers. These suggest
that the velocity correlations build up by coarse graining from
the individual swimmer scale to reach broader collective scales
within the range [a,L]. For dilute samples, the structures
persist at large scale but turn cloudy at small scale (see movie
S4 [32]). This qualitative observation is confirmed by the
computation of the integral scale L obtained from relation
(1), while a linear trend is indeed observed between enstropy
and energy (not shown) during the time decay of the sample
motion. This integral scaleL does not change with the dilution
as we found L = 118 μm for pure, L = 90 μm for ×2
dilution, and L = 114 μm for ×4 dilution. Hence, volume
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FIG. 8. Fluctuating energy spectrum S(k) = ∫ 2π0 | ˆu′(k)|2k dkθ
averaged over the azimuthal angle dkθ in the wave-vector plane k
with polar representation k ≡ (k,kθ ) plotted versus the modulus of
k, k = |k|, using bilogarithmic scales. The wave-vector modulus k is
rescaled by a critical wavelength kc = 2π/L based upon the integral
scale L. Data gathered from six different experiments in the 100 μm
chamber are averaged over 2000 velocity fields reconstructed from
PIV. The spectrum displays three regimes: k within [kc, ka] where
the motion is well correlated and presents the k−3 power law (gray
dotted line); k > ka which defines the uncorrelated noise (at the
individual scale); and k < kc where we have at large scale coherent
but uncorrelated structures shown in Fig. 5.
fraction hardly affects the integral scale. This is confirmed by
the computation of the power spectrum provided in Fig. 9,
where it can be seen that the normalized spectrum amplitude
is increased at small wavelength and decreased at larger
wavelengths. This is the signature of a decrease of small-scale
velocity correlations and lower energy at small scales. The
effect of the dilution on the small-scale structures is also visible
in the movies (see movie S4 [32]).
Finally, it is important to report that semen dilution dras-
tically decreases the optical phase contrast of the suspension,
so that texture correlation computed by PIV is not reliable or
10-2 10-1
10-6
10-4
10-2
FIG. 9. (Color online) Fluctuating energy spectrum S(k) versus
wave-vector modulus k for a single sample of concentration 4.4 × 109
cells/ml and its dilutions. , pure, , ×2 dilution, , ×4 dilution.
difficult to handle. In many cases, we have not been able to
get reliable PIV measurements from many diluted samples.
For dilution larger than ×8 the number of false vectors in
the resulting PIV field becomes larger than 10% so that
velocity field can no longer reliably be estimated. Hence, for
diluted samples, the statistics of the presented results are less
substantial than for pure semen ones.
C. Quasi-2D properties of the flow
The superposition of normalized instantaneous vorticity
and streamlines, presented in Fig. 5(d), are in good agreement,
qualitatively suggesting that the flow field is quasi-2D. This
fundamental feature of the flow is more deeply investigated
with two complementary indicators: (1) the ratio of the
in-plane 2D kinetic energy to the out-of-plane kinetic energy
and (2) the ratio between Lagrangian tracers’ curvilinear path
length in the observation plane to the microscope field depth.
(1) We first evaluate the mean 2D kinetic energy E‖ =
〈|u|2/2〉 = 〈(u2 + v2)/2〉 and examine the time over which
the semen energy decays. A slow decay is observed over a
few minutes. During recording sequences of 40 s, the kinetic
energy typically decreases by about 40%. Computing the 2D
divergence of the flow, we evaluate the out-of-plane fluctuating
kinetic energy. The divergence of the flow field can indeed
provide an estimate of the vertical velocity at the edges of the
microscope depth field. Since locally fluid incompressibility
holds, the divergence of the 2D flow components is
div u′ = −∂zw′, (2)
where w′ is the vertical component of the fluctuating velocity
field. Integrating (2) in z from z = −δ/2 to z = +δ/2, where
δ is the microscope depth field, and assuming that the actual
measured in-plane velocity is the depth-average velocity leads
to
div
∫ δ/2
−δ/2
u′ dz = −δw′, (3)
where δw′ = w′(+δ/2) − w′(−δ/2) is the out-of-plane fluc-
tuation velocity component differences at the edges of the
microscope field depth δ. Thus, by computing the divergence
of the 2D PIV in-plane flow, we can estimate the fluctuating
component of the vertical flow and the vertical fluctuating
kinetic energy, E′w = 〈|δw′|2/2〉. Comparing E′w to E′‖
averaged for all time over 3000 images and six different
experiments, we found that the ratio E′w/E′‖ = 8 × 10−3.
This is a clear indication that the out-of-plane to the in-
plane velocity ratio |w′|/|u′| ∼ 0.0845 ∼ 1/12 is typical of
quasi-2D flows. (1) We seed the semen with highly diluted
fluorescent particles (volume fraction equals 1.2 × 10−5). By
tracking the particle positions within the flow (see Fig. 1
and Sec. II D) we evaluate their curvilinear path length in
the horizontal plane 2D and then compute its average value
2D for all particles denoted. We find 2D = 356 ± 80 μm,
which is much larger than the estimated microscope field
depth δ = 25 ± 10 μm, as δ/2D ∼ 0.0844 ∼ 1/12. This is
consistent with the previous estimate |w′|/|u′| ∼ 1/12.
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FIG. 10. (Color online) Relative velocity V of two particles
versus their relative distance D is plotted in bilogarithmic scales
in order to challenge turbulent particle dispersion scaling predictions.
One measurement is illustrated with data gathered from 3000 frames,
with, in average, 575 detected particles per image pair. Symbols
represent experiment on different males ( : male no. 1; : male no.
2; : male no. 3), and solid black lines indicate a power-law fit whose
slope is equal 1.05 consistent with V ∼ D scaling.
D. Separation law
Here we analyze the specific scaling of the particle tracer
trajectory statistics. One interesting prediction in turbulent
flows is related to the so-called separation law, also called
relative dispersion [33], which is the relation between the
average relative distance and the average relative velocity
for each particle pair. This law for three-dimensional (3D)
Kolmogorov turbulence differs from that from the enstrophy
cascade [33]. For 3D Kolmogorov turbulence, the relative
velocity V [each particle pair (p,p′), V 2 = |vp − vp′ |2; see
Sec. II D] for two particles in the flow scales as V ∼ D1/3
where D is the relative distance [34,35]. In 2D turbulence
associated with an enstropy cascade scaling, the prediction
becomes V ∼ D [33,36]. From PTV (Sec. II D), we evaluate
the relative velocity V of a very large number (≈3 × 107) of
particle pairs in order to build the histogram of the relative
velocity versus relative distance D. By computing the average
velocity V over the interval D,D + δD, we can test the scaling
prediction for relative particle dispersion. Figure 10 shows that
the linear predictionV ∼ D is consistent with our observations
within more than one decade in distances. The quality of the
experimental curve relies on the very large number of events:
an average of 575 particles found correlated for each image pair
(image pairs are needed to compute each particle velocity) and
statistics are computed over 3000 images to give an excellent
average. The scaling obtained in the log-log plot of Fig. 10 are
highly reproducible from one sample to another (only three of
them are illustrated). This very robust behavior is a reliable
test for the enstrophy-cascade-like velocity spectrum, which
is consistent with the spectrum obtained in Fig. 8.
IV. DISCUSSION
A. Scaling derivation
The development of continuum equations for concen-
trated suspensions is still an active field of research
[12–17,22,37–40]. Here we provide simple insights for the
leading asymptotic structure of a confined active suspension to
examine whether the quasi-2D structure of the flow is imposed
by the Hele-Shaw chamber or by some internal self-structured
layering.
In the following, we show that self-structured layering
gives a description consistent with our experimental findings,
as a vertical length scale a  H is shown to be a relevant
length-scale. Since this length scale a also equals the size of a
spermatozoa head we show that layered sheets of horizontally
aligned spermatozoa are slipping one over another and forming
quasi-2D turbulent layers.
Obviously the standard 2D asymptotic reduction of Stokes
flow leads to the Darcy-Brinkman equations [41]. But in the
case of active fluid suspensions, the driving mechanism comes
from a supplementary stress associated with the influence of
active swimmers which drive the flow through dipolar forcing
generates.
Fluid incompressibility associated with velocity field
(u,v,w) ≡ (u,w) reads
∇ · (u,v,w) = ∇‖ · u + ∂zw = 0, (4)
where ∇‖ ≡ (∂x,∂y). When considering an integral length
scale L for the typical in-plane variations along (x,y), a
typical swimming velocity of spermatozoa u ∼ v ∼ Us , and a
typical vertical length a, then incompressibility provides
w ∼ a Us/L ∼ Us (5)
and the definition of a small parameter  = a/L. The
momentum balance equations which govern the motion of an
active suspension on sufficiently large length and time scales
at zero Reynolds number [37,38] are
μ(u,v,w) −∇p = −∇ · σE = Cσ0∇ · Q,
Q =
〈
pp − I
3
〉
, (6)
σ0 = 3φμUs
2
4πa3
,
where the extra-stress tensor σE = −Cσ0Q is composed of C,
a positive constant for spermatozoa which are pushers, Q, the
stresslet-nematic tensor averaged over the orientation of the
swimmers, and σ0, a dimensional active stress constant. σ0 is
composed of two lengths: a, associated with the spermatozoa
head, and , which is the flagellum length, and φ, the volume
fraction. The extra-stress tensor thus scale as σE ∼ μUs2/a3.
Using dimensionless length scale L(x˜,y˜,z˜), gradient ∇ ≡
1/a(∂x˜,∂y˜,∂z˜), and velocity scales Us(u˜,v˜,w˜), the leading
order dimensionless form of (6) is
μUs
a2
(
∂2z˜ u˜ − ∂x˜p˜
) =  μUs2
a4
φ
(
∂x˜ σ˜x˜x˜ + ∂y˜ σ˜x˜y˜ + ∂z˜σ˜x˜z˜
)
,
μUs
a2
(
∂2z˜ v˜ − ∂y˜p˜
) =  μUs2
a4
φ(∂x˜ σ˜y˜x˜ + ∂y˜ σ˜y˜y˜ + ∂z˜σ˜y˜z˜),

μUs
a2
(
∂2z˜ w˜ −
1
2
∂z˜p˜
) = 2 μUs2
a4
φ(∂x˜ σ˜z˜x˜ + ∂y˜ σ˜z˜y˜ + ∂z˜σ˜z˜z˜).
(7)
The dimensionless pressure is chosen to balance the in-plane
viscous forces, so at leading order p ≡ (μUsL/a2)p˜, which is
invariant along the gap span from the third momentum balance
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component, ∂z˜p˜ = 0. Balancing the viscous and extra-stress
leading order contributions in each (x,y) direction provides
the same consistent scaling  ∼ a2
φ2
= a
L
so that one finds
an estimate for the longitudinal length scale L ∼ φ2
a
. One
should also note that the dimensionless right-hand side of (7)
implies that the horizontal orientation gradients ∂‖〈p‖〉 are
of same order of vertical one ∂z〈p〉z. This indicates that the
averaged orientation is mainly horizontal in the (x,y) plane,
i.e., 〈p‖〉 ∼ 〈px〉 ∼ 〈py〉 ∼ O(1) and weakly vertical 〈pz〉 ∼ .
One can also evaluate the resulting scaling for the in-plane
kinetic energy E‖ ∼ U 2s and the enstrophy 
 ∼ (Us/L)2,
so that L is also given by L ∼
√
E′‖/
′, as evaluated in
Fig. 7(b). This analysis is consistent with the following:
(1) The ratio between the vertical and horizontal velocity
|w|/|u| ∼ |w|/|Us | ∼ a/L ∼ , which also equals the ratio
of vertical to horizontal bead displacements. Furthermore,
since we measure |w|/|u|  1/12, it gives   1/12, and
L  12a. Choosing a  10 μm for ram sperm leads to
L  120 μm, which is consistent with the observed range
L  120–145 μm. Furthermore, this leading order scaling
predicts that L is independent of the width H consistent with
the observation of a weak experimental variation as H varies
(Table II).
(2) Integral scale estimate L ∼ φ2/a with a  10 μm
and   50 μm for ram sperm, φ  1/2, predicts L 
125 μm, which is also consistent with the observed range
L  100–150 μm.
(3) The ratio of 〈pz〉/〈p‖〉 ∼  ∼ a/L indicates a flow
structured into preferentially horizontal layers the thickness of
which is a, reminiscent of swarming liquid crystals [19–21].
Finally, it is important to recall that the above derivation also
includes the hypothesis of strongly confined layering of the
suspension, which is consistent with most concentrated semen
studied here, but not diluted ones. This observation provides
strong evidence to support that the velocity field measured
from the image gray-level texture correlation is indeed very
close to the depth-averaged true velocity of the flow over the
microscope field depth.
B. Discussion and perspectives
Let us first summarize the points raised by this study. We
analyze the velocity of concentrated sperm suspensions with
PIV reconstruction applied to gray-level textures obtained
from phase-contrast microscope high-speed image recordings
(as in Refs. [1,4,8,9]). In Sec. II D, we obtain a consistent
comparison between PIV measurements on the optical field-
depth averaged image and passive fluorescent beads, real local
flow tracers velocity. This is strong and direct experimental
evidence that PIV provides a measurement of the real velocity
field. Since the precise physical origin of gray-level texture
associated with phase-contrast images is unclear, such direct
evidence was a necessary step. As a side remark, we should
also mention that we have indirect evidence for a close link
between the phase-contrast signal and local orientational order
of nonaxisymmetric sperm cells. Furthermore, we put forward
additional coherent evidence:
(1) The instantaneous streamline and isovorticity lines are
nearly identical.
(2) Direct and indirect (computing the flow divergence;
see Sec. III C) PIV measurements provided a ratio between
vertical to horizontal velocity close to 1/12.
(3) This ratio has been found to be consistent with the ratio
between the horizontal Lagrangian tracers meandering and the
microscopic field depth.
(4) The integral scale associated with the largest structures
of the flow is found to be much larger than the individual
swimmmers (see Sec. III A) and weakly sensitive to the gap
span of the experimental chambers.
(5) We found consistent values of the kinematic estimation
of the integral scale (provided by a clear experimental linear
relationship between the energy and the enstrophy) and
that image provided by based extraction from whirlpool
characteristics, we found consistent values (see Sec. III A).
This is experimental evidence that the typical maximal size of
gray-level whirlpools depict the decorrelated units of the flow
structure.
(6) The horizontal energy spectrum is found to scale like an
enstrophy cascade with k−3±0.4648 power law (see Sec. III B).
(7) When decreasing the volume fraction, the large struc-
tures of this turbulent flow are mainly unaffected, while the
small scales display less energy.
(8) The physical evidence for the flow field velocity
to display such a specific power-law spectrum has been
challenged with an independent experimental measurement
based on the separation law of particle beads (see Sec. III D).
By estimating the relative velocity V of each pair of beads with
their relative distance D we found clear evidence for a V ∼ D
scaling. Since the theoretical prediction for a V ∼ D scaling
is based upon a 2D k−3 power law of the energy spectrum, this
is consistent with the k−3±0.4648 behavior that we measure for
the horizontal energy spectrum.
(9) Finally, using a very simple model (see Sec. IV A) for
active swimmers in a Newtonian flow where active swimming
provides an extra stress, we found that a typical vertical scale
close to the sperm size leads to a consistent scaling for the
integral scale.
All these points provide a solid body of evidence that
a layered 2D stratified turbulent flow is taking place in
the described experiments. We believe that this feature is
generic for concentrated suspensions of active and elongated
swimmers. This layering can be explained by the combined
effect of steric-interaction alignment and boundary influence.
Highly concentrated elongated self-propelled particles, close
to packing limit have no other choice than local alignment. This
steric alignment mechanism applies in the horizontal direction
because this is the only possible direction near the upper
and lower glass plate. We believe that horizontal alignment
propagates from upper and lower boundaries, down into the
fluid bulk (the thickness of the chosen chambers are between 10
to 20 cell layers). A simple scaling analysis indicates that if the
thickness of the layers are close to the micro-swimmers size a,
as suggested by a steric alignment mechanism of this layering,
a horizontal integral scale can be predicted, the estimate of
which is consistent with our measurements.
Since the proposed mechanism to explain the observed
lamination is a steric repulsion alignment, we believe there
might be some analogy between the system under study
and “swarming nematic” systems (e.g., see Fig. 3 of [19],
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[42]). While we do not wish to push further this analogy in
more detail, we mention it for completeness. As mentioned
earlier, previous studies had already documented the statistical
properties of swarming flows of active suspensions [4,5,11].
Most of studies were conducted at volume fraction much
lower than ours with the exception of Ref. [8], mainly using
bacterial suspensions. Furthermore, the energy spectrum found
in these studies rarely presents a simple behavior. Reference
[10] report a velocity spectrum which increases at low wave
vectors and decreases at large ones. Moreover, the observed
decay fitted with a k−8/3 at large k over a fraction of decade is
indeed quite similar with the k−3 reported here. This similarity
supports the theory that the reported turbulence is quite
generic to stratified or layered anisotropic concentrated active
matter.
Finally, it is important to mention that we report in Sec. II F
that the rheology of semen displays a power-law shear-thinning
behavior. Such non-Newtonian rheology adds an important
amount of complexity to the reported measurements. However,
we believe that most qualitative features of the reported
observations weakly depend on the fluid rheology. As a matter
of fact, short-range (possibly lubricated) steric interactions
between self-propelled elongated objects will always produce
alignment. This is the alignment mechanism which produced
at very high concentration the observed layering effect. Hence,
the steric induced horizontal layering scenario evoked earlier
which is responsible for the resulting 2D behavior of the flow
would remain a salient property of anisotropic concentrated
active matter flows.
Nevertheless, it is difficult to assess how much fluid
rheology influences the observed power-law decay of the
energy spectrum. It would certainly be of interest to better
understand how the plasma rheology influences the observed
dynamics. However, one should bear in mind that separating
active cells from plasma is not easy, while, at the same time,
preserving their mobility property. It will be experimentally
challenging to access the impact of the separation methodology
on the apparent changes of active suspension motion.
C. Conclusion
We have performed a systematic experimental analysis of
the collective motion of fresh semen confined horizontally
between two glass plates. PIV flow fields show “turbulent-like”
behavior between the scale associated with the swimmer
(spermatozoa) to a well-defined integral scale L. A k−3±0.4648
behavior of the energy spectrum is reported which is consistent
with the V ∼ D scaling of the separation law. That is typical of
k−3 2D energy spectrum. Other indirect quantitative indicators
have been put forward, all consistent with an apparent
2D turbulent flow in this concentrated active suspension.
The reported results are interpreted to be associated with a
laminated turbulent layer flow.
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Symmetry-breaking phase-transitions in highly concentrated semen
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New experimental evidence of self-motion of a confined active suspension is presented. Depositing
fresh semen sample in an annular shaped micro-fluidic chip leads to a spontaneous vortex state of
the fluid at sufficiently large sperm concentration. The rotation occurs unpredictably clockwise or
counterclockwise and is robust and stable. Furthermore, for highly active and concentrated semen,
richer dynamics can occur such as self-sustained or damped rotation oscillations. Experimental
results obtained with systematic dilution provide a clear evidence of a phase transition toward
collective motion associated with local alignment of spermatozoa akin to the Vicsek model. A
macroscopic theory based on previously derived Self-Organized Hydrodynamics (SOH) models is
adapted to this context and provides predictions consistent with the observed stationary motion.
Keywords: Active fluids, Self-Organized Hydrodynamics, Vicsek model, semen quality
Biological fluids in physiological contexts are usually
confined. For most of them, confinement is a hindrance
to flow due to viscous dissipation. But occasionally, when
a supplementary external active mechanism is involved,
confinement can help (e.g. in micro-ciliary beating, peri-
staltic waves, etc). Active fluids, i.e. fluids composed of a
suspension of swimming micro-organisms, is a new area of
research where unexpected behaviours have been discov-
ered (see e.g. [1, 2] and the review [3]). For example, in
the case of dilute suspensions of pushers (resp. pullers),
i.e. micro-swimmers that push (resp. pull) the fluid
ahead, such as spermatozoa (resp. chlamydomonas), a
decreasing [4] (resp. increasing [5]) apparent viscosity
for increasing suspension concentration is found. In the
case of pushers [6] and more specifically spermatozoa [7–
9], recent observations have suggested that interactions
with the boundaries might be key to guide spermatozoa
toward the oviduct tract, or generates vortices in confined
bacterial suspensions [10]. Similar effects have recently
been observed in systems of colloidal rollers [11, 12].
According to [10] spontaneous vortex motion observed
in B. subtilis suspensions can be explained by the inter-
play of boundary curvature, steric and hydrodynamic in-
teractions. Similar large-scale coherent dynamics in ses-
sile drops of bacterial flows [13] or semen [14, 15] were
indeed reported many years ago. In the case of semen,
the analysis of collective motility (also known as Mass
Motility (MM)) based upon the observed turbidity in the
vicinity of the sessile drop contact line has been used as
a reliable index for male fertility scoring in livestock [15].
The Mass Motility score (MM score) has been used for
30 years in animal insemination centers to estimate se-
men quality [16]. It is a score on a scale of 1 to 5 (the
value 1 corresponds to an almost steady turbidity and the
value 5 when it displays a large number of rapid and ac-
tive whirlpools). Other emergent states in active swarms
have been reported [17–19] associated with macroscopic
ordered states due to local orientation effects.
FIG. 1: (A) Sketch of the experimental setup composed of a 16
bits high speed camera sCMOS 2560x2160, with a pixel size of
6.5µ m2 on captor mounted on a phase contrast microscope,
(B) Sketch of the lateral view of the annulus geometry. Blue
color defines the glass substrate whereas black represents the
SU-8 resin film. (C) and (D) display a top snapshot of the real
annulus obtained with a ×4 optic within a time lapse of three
seconds. One can observe (Cf arrows) the displacement of a
dust particle convected along the flow by the semen rotation.
Here we show that a fresh semen sample confined in-
side a ring (Fig. 1B shows its lateral view), displays a
very robust and stable rotational motion (Cf Fig. 1C &
1D and [35] ) which is uniform along the azymutal direc-
tion. The observed vortex state (VS) can unpredictably
2appear rotating clockwise or counterclockwise. Further-
more, the VS is reached after a transient-time which de-
pends on the semen initial concentration. For pure ovine
semen whose concentration ranges between 2 to 5 billions
of spermatozoa per milliliter (similar ranges are found in
bovine), it is almost instantaneous. Diluting the semen
by a factor ten leads to a transient-time close to few tens
of seconds. When reached, the rotation can be sustained
during a few minutes (Cf fig.S1 C in [35] & Fig. 3A or
movie S1) or slowly decays in time, almost linearly (Cf
fig.S1 A in [35]). The observed vortex in ring-shaped
arenas can be used to assess the motility and the concen-
tration of the active fluid, and in the case of semen, the
rotation speed provides an interesting criterion to assess
its quality (Cf [35] & [20]). Images were recorded with
the experimental setup (see Fig. 1A) constituted of a 16
bits high speed camera sCMOS 2560x2160, with a pixel
size of 6.5µ m2 on sensor at 50 fps mounted on a phase
contrast microscope.
Here we provide both experimental and theoretical ev-
idence that such a transition occurs because of the col-
lective interactions between the swimmers. When mea-
suring the azimuthal velocity component Vθ(r, θ) (Cf Fig.
1D for notations) of the velocity field of the semen during
its spontaneous rotation using PIV techniques (Cf [35]),
we found very few spatial variations along the θ angle,
consistently with a VS. By averaging it in the azimuthal
direction along the ring as well as in its radial direction,
we obtain a robust and precise estimate of the average
rotation speed V¯θ (Cf [35] 1D PIV method). We then
perform a systematic measurement of the average rota-
tion speed when varying the sperm cell concentration by
diluting pure fresh semen into seminal plasma, at vari-
ous dilution ratios, varying the concentration in a range
of almost one decade. This is illustrated in Fig. 2A for
various semen samples. Volume fraction φ is deduced
from measurement of concentration C from the known
volume V0 of spermatozoa using φ = CV0. Both C and
φ are reported in Fig.2 as they provide different insights:
C is the measured quantity, while φ provides the volume
occupancy of the sperm cells. For each semen sample,
a phase transition at a threshold volume fraction Φc be-
tween a state with no rotation at low concentration and
a VS with angular velocity increasing with φ at high con-
centration is observed.
For each sample a reference value for the individual
velocity of the spermatozoon is measured using a stan-
dard Computer-Aided Sperm Analysis (CASA) system
by considering the average curvilinear velocity V0 over
more than a hundred individual cells diluted into iso-
tonic buffer. This reference velocity permits to assess
whether collective effects can perform better than indi-
vidual swimming. Fig. 2B shows that this is indeed the
case for φ as large as 0.4. As a biological material, semen
has highly variable characteristics, such as cell motility
(quantified with CASA), volume fraction of dead cells,
seminal plasma rheology [21] and biochemical composi-
tion. This variability induces large experimental disper-
FIG. 2: (A) Averaged spinning velocity V¯θ of the semen
versus sperm-cell concentration. (B) Dimensionless velocity
V˜θ = V¯θ/V0 versus progressive spermatozoa volume fraction
Φ. For both (A) & (B) each point represents a distinct ex-
periment and each color is associated with the same semen,
diluted into plasma. For each experiment the velocity is av-
eraged over 2000 frames for a 40 seconds recording. (C) Ex-
perimental results (circle symbols) fitted by the SOH model
applied on an annular domain (dashed curves), (VS) stands
for vortex state state, (IS) for Isotropic State for which the
average macroscopic velocity is zero. (D) Model prediction
for the velocity as a function of the annulus width w ∈ [50
µm, 700µm].
sion as observed in Fig. 2A,B. At φ larger than 0.5, each
cell is in close contact with its neighbours. Spermatozoa
have elongated shape (head size is five microns, flagel-
lum length,about fifty microns). Elongated self-propelled
particles align with their neighbors as a result of steric
interactions [22–24], mimicking the Vicsek alignment in-
teraction [25] and exhibiting a phase transition toward
collective orientation associated with the breaking of the
disordered state isotropic symmetry.
Due to the large value of C (about 5. 109 cm−3), we
can’t use mean-field approaches traditionally employed
for lower density suspensions [26] and study this phase
transition with a continuum model derived from the
Vicsek dynamics [25], the Self-Organized Hydrodynamic
(SOH) model [27–30]. Let n(x, t) and Ω(x, t) be the mean
density and the direction vector of the mean velocity of
sperm cells at the two-dimensional position x and time t.
The SOH model reads:
∂tn+∇ · (c1nΩ) = 0, (1)
n [∂tΩ+ c2(Ω · ∇)Ω] +DPΩ⊥∇n = 0, (2)
|Ω| = 1, (3)
where c1, c2 and D are functions of the density n. The
3quantity PΩ⊥ is the projection matrix normal to Ω, i.e.
PΩ⊥∇n = ∇n− (∇n ·Ω)Ω. Eq. (1) is the mass conserva-
tion equation and V = c1Ω is the mean sperm-cell veloc-
ity. Eq. (2) describes transport of the normalized mean
velocity Ω(x, t). This transport results from (i) convec-
tion by the flow velocity (the term c2(Ω·∇)Ω) except that
the convection speed is different from the flow speed by
the factor c2/c1 6= 1 in general, and (ii) influence of the
pressure gradient (the term ∇n). Thanks to PΩ⊥ multi-
plying ∇n, (3) is satisfied at all times, provided that it
is satisfied initially (see [35] for further comments on the
SOH model and its relation with other models used in
the literature, such as [31] and reviewed e.g. in [32]).
FIG. 3: (A) Averaged spinning velocity V¯θ of the VS versus time for a highly active pure sample (MM score of 5 (maximal
score)) at high concentration (2.96 billions/ml). A slow linear decay and some temporal fluctuations can be observed. (B)
Power spectrum of the spinning velocity fluctuation observed on (A). The secondary peak (red points) whose frequency is close
to 0.34 Hz corresponds to the period T ∼ 3 s which is clearly visible on a zoom of (A), shown in (C). (D & E) Averaged
spinning velocity V¯θ versus time for a ×4 —resp. ×6— diluted sample (in isotonic buffer); in both cases a damped oscillating
spinning pattern is observed, the typical decay of which decreases for decreasing concentrations.
To reproduce the experimental geometry, we consider a
two-dimensional annular domain (Cf [35]). Consistently
with previous derivations [28, 33] we use
ck = ck(n) = c¯k max
{n− nc
n+ n0
, 0
}
, k = 1, 2, (4)
where c¯k (as well as coefficient D in (2)) are estimated
from previous work [29] while nc and n0 (the same for
k = 1 and k = 2) need to be adjusted for each sperm
sample to account for sample variability. The convec-
tion speeds c¯k correspond to the limit of large densities
where collective effects are well established. At the crit-
ical density nc collective motion sets on: when n < nc,
ck(n) = 0 which corresponds to a state of zero average
velocity, while when n > nc, ck(n) > 0, which corre-
sponds to a state of finite average velocity. The param-
eter n0 controls how strongly collective motion sets on
near the critical density. Non-trivial VS of (1)-(3) have
been analytically obtained [35]. Prediction of the model
are superposed with experiments results in Fig. 2C. Fur-
thermore, by varying the geometrical parameters predic-
tions of how the spinning velocity varies with annulus
width can be given (Fig. 2D). Stability analysis of the
SOH model [30] also confirms that the VS is stable, con-
sistently with experimental observations.
Nevertheless, in the case of very concentrated and very
active semen for which MM scoring and individual ve-
locity are the highest, we also observed more complex
dynamical behaviour. Analyzing quantitatively the ro-
tation rate associated with the VS shown in Fig. 3A,
we found higher frequency spinning velocity modes su-
perposed onto the VS mean velocity. Such dynamical
behaviour is further studied from computing the Fourier
decomposition (Fig. 3B) of the mean velocity temporal
variations. A secondary peak in the power spectrum,
associated with a typical oscillation of period T = 3s
(Fig. 3C) is superposed to the much larger spinning pe-
riod of the VS along the annulus, T0 = 15.4s. Similar
4secondary spinning modes have also been observed in di-
luted suspensions (see movie S2), when the VS speed is
much slower. In those cases this secondary spinning os-
cillation is transient and decays after a few periods (Cf
Fig. 3D & 3E).
These observations are consistent with a transition to-
ward a new oscillating state emerging from a secondary
(Hopf) bifurcation from the VS as for example occurring
in Couette flows [34]. The non-linearities of the flow can
indeed trigger higher order azimuthal oscillation modes
to become stable, so that new oscillating states could
branch from the first mode at high volume fractions. This
qualitative interpretation is attractive to explain the ob-
servations (Cf Fig. 3A, 3D & 3E). The transient decay
observed in Fig. 3D & 3E would then correspond to a
volume fraction below the threshold for the secondary bi-
furcation whereas the self-sustained oscillations (Fig. 3A)
would correspond to a volume fraction above this thresh-
old. This oscillating state has been observed both for
samples diluted in isotonic buffer and in seminal plasma
(not shown).
Observation of VS has been indeed previously reported
in the literature. Two references [10, 11] have reported
vortex-like behaviour in confined active suspensions. In
[10], the appearance of vortex and counter vortex motion
in droplets of Bacillus subtilis is reported. The droplet
size is much smaller (between one and two orders of mag-
nitudes) than the annulus size of our experiments. Our
work demonstrates that VS can be sustained even in large
systems despite the weaker confinement, but also that the
motion can sets into a spontaneous systematic rotation.
In [11, 12], VS are observed with colloid rollers of a few
micron size. Here, the system is two-dimensional as the
colloid beads are constrained to roll on a surface under
the action of an electric force. As volume fraction in-
creases, the system passes from a disordered state to a VS
through an intermediate traveling band state. This phase
hasn’t been observed with semen. These differences may
originate from the 2D nature of the bead experiments, or
by the long electric interaction range between the beads.
Finally neither reference reports on the spontaneous re-
versal of rotation. This feature of our observations bears
intriguing similarities with experiments on locust behav-
ior [17] and could originate from strong fluctuations in
sperm orientation. Finally, in [10, 11] macroscopic mod-
els that bear similarities with ours are used (see [35]).
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Micro-fluidic chip fabrication
The annulus has been patterned with a photo-
lithography technique inside a clean room facility using a
polymer film layered onto a glass substrate. A SU-8 poly-
mer film has first been coated onto a glass wafer [1, 2]
using a solvent dissolved injection technique. Using an
adapted photo mask designed to prevent adhesion and
cracking problems caused by residual stresses a standard
UV lithography has then been performed. The quality of
the resulting patterning was a posteriori quantitatively
controlled with a microscope. Various designs for the
ring have been tested by varying the polymer thickness,
i.e. the depth δ of the annulus from 25, 60 to 100 mi-
crons, the average diameter of the ring (0.5, 1, 2, and 3
millimeters) as well as its width w (50 to 200 microns).
1D Particle Image Velocity (PIV) method
In this section we explain how we have designed a dedi-
cated method to perform a fast and reliable computation
of the vortex state (VS) velocity. Starting from a high
frame-rate imaging of the annulus, providing gray level
pixels It(x, y) at time t on a Cartesian grid, the following
first steps have been coded :
1. Detect the circular edges of the annulus.
2. Find the center of the circle, the inner and the outer
radius of the annulus.
3. Define a regular grid in polar coordinates (r, θ) with
discrete set of points along r and θ.
4. Interpolate I(x, y) into G(r, θ).
We have transformed the annulus radial geometry into
a longitudinal one, making it a virtual straight channel.
We are only interested in the displacement of the fluid
along θ. The idea is then to use the polar representa-
tion to compute a one-dimensional version of the PIV
method in order to extract the azimuthal velocity com-
ponents Vθ(r, θ) from the flow. For this, we wish to de-
tect the correlation peak of two successive images It(x, y)
and It+∆t(x, y) rotated along θ. For this, we first eval-
uate Gt(r, θ) and Gt+∆t(r, θ). Then, instead of a direct
computation of the correlation using a convolution prod-
uct of Gt(r, θ) with Gt+∆t(r, θ) along the θ direction, we
evaluate this correlation with a Fast Fourier Transform
(FFT) in the conjugate kθ Fourier space. This is done
by the following steps
1. Compute the FFT G˜t(r, kθ) and G˜t+∆t(r, kθ), for
each discrete r on the polar grid.
2. Compute the direct product:
C(r, kθ) = G˜t(r, kθ) · G˜∗t+∆t(r, kθ),
where ∗ denotes the complex conjugate.
3. Find the wavelength k∆θ(r) for which C(r, kθ) is
maximum : maxkθ C(r, kθ) = C(r, k∆θ). A one-
dimensional Gaussian Regression [3] is used to find
the maximum k∆θ(r) in order to provide sub-pixel
accuracy.
4. Compute ∆θ(r) = 2pi/k∆θ(r).
5. Then, compute the VS velocity along θ,
Vθ(r) = r
∆θ(r)
∆t
A standard average is performed over the discrete cylin-
drical grid to compute the average velocity from the inner
radius Ri to the outer one Ro:
V¯θ =
∫ Ro
Ri
Vθ(r)dr (5)
2D PIV reconstruction
A standard image correlation PIV algorithm
(DavisTM ) has been used on gray level phase con-
trast images. The projection of the Eulerian velocity
field in the focal plane is reconstructed on a two dimen-
sional grid using a cross correlation PIV algorithm. The
algorithm estimates the most probable displacement
of small windows (identification window), centered at
2each node of the grid, between two successive frames.
Iterative multigrid subpixel calculations are done that
take into account the deformation of the identification
window in order to increase accuracy and reduce peak
locking. The spatial resolution is then dictated by the
size of this window which, in our case, is 16 pixel × 16
pixels and which corresponds to 17µm × 17 µm since the
pixel size is 1.08 µm. This size is small enough to resolve
spatial structures of the order of few spermatozoa.
The PIV computation is restricted to the annular gap
(Ri < r < Ro) and the resulting velocity field of 4600
vectors is obtained on a Cartesian grid.
Particle Tracking Velocimetry (PTV)
The Semen was seeded with PMMA beads of 1-20 µm
diameter, a density of 3.3g/cm3 with a round and uni-
form shape. Since these small beads are perfect inertia-
less Lagrangian tracers of the flow, they offer the most
reliable estimate of the local flow velocity, sampled at
the particle scale. All particle detection algorithms have
been coded in house using MatlabTMsoftware. Individ-
ual beads are tracked along time using particle tracking
velocimetry (PTV) of the fluorescent images which only
show the tracer particles. Spatial resolution of the im-
ages is 1.5µm.
• Detection
Individual particles are first detected using a particle
mask convolution analysis [4]. A particle template which
consists of a two-dimensional wavelet distribution G hav-
ing an isotropic standard deviation of σ = 5 pixels is
scanned over the entire image in order to detect the peaks
of image intensity which then correspond to the particles,
so that the normalized convolution reads
C(∆i,∆j) =
Σi,jI(i, j)G(i+∆i, j +∆j)√
Σi,jI(i, j)2
√
Σi,jG(i, j)2
, (6)
where G(i, j) =
(
2√
3σpi1/4
)2
(1 − i2/σ2)(1 −
j2/σ2) exp(−(i2 + j2)/2σ2) is the normalized wavelet,
and I(i, j) is the original image gray level intensity when
i = (i, j). A 0.45 threshold is then applied to C(∆i,∆j)
in order to provide isolated binary islands for each event
detection. The positions of the centers of the detected
particle images is then computed from performing a two-
dimensional Gaussian regression [3] having an isotropic
standard deviation of 2 pixels into the convolution field
C(∆i,∆j). This procedure increases the contrast of the
spherical particles, those being of known shape, so as
to provide a sub-pixel accuracy to the evaluation of the
position xnp of particle p of image n.
• Tracking
Since the mean displacement of the particle images is
small compared to the mean inter-particle distance, the
matching particle pairs between two successive frames
can be found by pairing each particle image in the first
frame with its closest neighbour in the second frame. We
consider that each detected position xnp of image n has
to be paired with an event of image n + 1, p
′n+1 whose
position xn+1
p′
lies within a radius of R = 10 pixels from
xnp , i.e. |xn+1p′ − xnp | < R. The quantity R corresponds
to the maximum displacement of a particle between
two frames and is chosen after image observation. We
then find the correct matching p′ for particle p for
which the distance |xn+1
p′
− xnp | is minimum. Tracking
a particle p whose position xnp in image n varies to
position xn+1p′ in the subsequent image n+1 recorded ∆t
later in the sequence permits to determine its velocity
vnp = (x
n+1
p′ − xnp )/∆t.
FIG. S 4: Time variation of the dimensionless spinning veloc-
ity V˜θ = V¯θ/V0. (A) Slow, almost linear decay on long times is
observed. (B) Comparison of semen azimuthal angular veloc-
ity θ˙ = dθ/dt at a given radial position in the ring measured
with 3 different methods: PTV (blue dots), 1D PIV (red dots)
and 2D (black dots). (C) Time variation of the dimensionless
spinning velocity V˜θ for a sample sustaining rotation over long
times.
Comparison between PIV 1D, PIV 2D & PTV
We investigate whether phase-contract gray level
texture PIV velocity represents a sensible measurement
of the real flow field from a direct comparison with
PTV. We processed the recorded images with homemade
Matlab 1D PIV and PTV codes and with the 2D
correlation PIV algorithm (DavisTM ). As shown in Fig.
S 4, one obtains a good relative agreement between
PTV, 1D PIV and 2D PIV.
Semen collection and Mass Motility Score
The quality of ram semen is easy to control from stan-
dard massal mobility scoring procedure (MM) and easy
to collect. It is representative of most mammal semen
as far as collective motion is concerned. Furthermore,
3selected ram breeds offer high-quality, repeatable, highly
concentrated semen samples which then permits to ex-
plore a large concentration range after dilution. Ejacu-
lates from adult rams were collected by artificial vagina.
Ejaculates were only accepted for this study when having
a MM score of 3 or more and a thick and creamy appear-
ance, free of blood and urine contamination. Wave mo-
tion of semen was observed in a 10 µl raw semen drop on
the warming plate of a BH-2 Olympus microscope with a
4× phase contrast objective and the MM score was per-
formed based on Herman definition (See Ref. [13] of Main
Text). The MM score was refined from its original defini-
tion and scores subjectively assessed the rotation speed
of dark waves (5 being the maximal speed). The sperm
concentration was also assessed by spectrophotometry.
For the need of dilution, seminal plasma was prepared.
For this, ejaculates were centrifuged at 10000 g for 10
minutes. The seminal plasma was collected and spun
again (10000 g, 10 min) to remove any remaining sperm
and cell debris. The seminal plasma was then pooled and
frozen at -80 ◦C until needed.
FIG. S 5: (A) each point represents the averaged spinning velocity V¯θ of a pure fresh semen sample versus the MM score for
different samples. A linear regression has been performed on the data, the result of which is plotted with continuous lines. (B)
Averaged spinning velocity divided by concentration versus MM score.
Rotation speed versus MM score
In this section we question the correlation of the rota-
tion speed in the annulus with the MM score currently
used in insemination centers. Previous statistical studies
[5, 6] have indeed suggested the existence of a positive
correlation between fertility and the MM scoring of se-
men. For each sample we perform in parallel MM scoring
and rotation speed measurement inside the annulus. As
shown in Fig. S 5A, there is a good correlation between
the MM scores and the spinning velocity. The contin-
uous line of Fig. S 5A provides the result of a linear
model. A Student t-test built with the null hypothesis of
a zero slope provides a significant result whose p-value is
p = 0.03, which strengthens the hypothesis of the exis-
tence of a linear correlation between the rotation velocity
and the MM index.
Finally, normalizing the Spinning velocity with the
concentration, we also get a linear trend with the MM
score especially for MM above 4 (see Fig. S 5B). For the
sake of classification of ejaculates according to their MM,
this method can provide an interesting alternative.
Model
In this section MT refers to Main text. For instance,
Ref. [MT 27] refers to Ref. [27] of Main Text, while Eq.
(MT 4) refers to Eq. (4) of Main Text.
As shown in [MT 27, MT 28], the SOH model pro-
vides a macroscopic description of systems of particles
obeying the Vicsek alignment dynamics [MT 25]. The
Vicsek alignment dynamics considers self-propelled par-
ticles moving at constant speed V0 and subject to two
antagonist effects: (i) alignment with their neighbors and
(ii) directional noise. The particle degrees of freedom are
their position x and the unit vector ω in the direction
of their velocity. Vicsek [MT 25] models alignment as a
sudden jump of ω to the local average of the neighbors’
ω’s (the neighbors being within some distance R to the
considered particle). The Vicsek model exhibits phase
transitions from disordered to aligned states when either
the noise intensity is decreased or the density is increased
[MT 25]. In the Vicsek model, the background fluid is
not considered. For that reason, the Vicsek model be-
longs to the category of dry active matter models (see
e.g. the review in [7]). The rationale for using the Vicsek
model for sperm is in the extremely large concentration
4of sperm cells (volume fraction is generally above 20%
and can reach 50%, close to the packing density). Be-
cause sperm cells are very close to each other and have
complex moving shapes (due to flagellum beating), hy-
drodynamic interactions between them are very difficult
to model. To compute them, it is not valid to retain only
a few terms in a far-field expansion as it is usually done
for dilute suspensions (see e.g. the review [MT 3]). On
the other hand, due to the large volume fraction, steric
effects are important and there is evidence that elongated
self-propelled particle subject to steric interactions tend
to align [MT 22-24]. Thus, we propose to use the Vic-
sek model for highly concentrated semen: in this model,
alignment takes care of steric effects, while noise accounts
for all other effects, such as hydrodynamic interactions,
fluid turbulence, etc. We believe these phenomena are
correctly accounted for by the Vicsek model, at least
qualitatively, in particular as regards the emergence of
phase transitions from disordered to aligned states.
In [MT 27] alignment is modelled as a restoring force
relaxing ω to the local average (computed similarly as in
[MT 25]). Then, a mean-field model for the evolution of
the particle distribution f(x, ω, t) in position-orientation
(x, ω) over time t is proposed. This model has been fully
justified in [8] in the large particle number limit. At
large spatio-temporal scales, both the intensities of align-
ment and noise are large and the averaging radius R is
small. Under convenient scaling relations between these
parameter, [MT 27] shows that the distribution f(x, ω, t)
is given locally by a von Mises Fisher (VMF) distribution
f ∼ n exp(κ(ω ·Ω)) where n and Ω are the local particle
density and mean orientation of the particles and ∼ re-
calls that there is an inessential normalizing factor in the
expression of the VMF. The concentration parameter κ is
equal to the ratio of the intensities of the alignment and
noise. Since the VMF is only a spatially and temporally
local description of the orientation statistics, n and Ω de-
pend on (x, t) and, as shown in [MT 27], are solutions of
the SOH model (Eqs. (MT 1) to (MT 3)). In [MT 28],
the dependences of the macroscopic parameters c1 and
c2 upon n are related to how the microscopic alignment
and noise intensities depend on the local particle align-
ment. In particular, for adequate choices of the model
parameters, phase transitions as the density crosses a
threshold nc from disordered states (corresponding to
c1(n) = c2(n) = 0 for n < nc) to aligned states (corre-
sponding to c1(n), c2(n) > 0 for n > nc) can be obtained
[MT 28]. Therefore, assumptions on the microscopic pa-
rameters translate directly but not in an obvious manner
into properties of the macroscopic parameters. Since it is
experimentally almost impossible to measure the micro-
scopic interaction parameters, we rather postulate for-
mulas (MT 4) for c1 and c2 with two free parameters n0
and nc and fit the results with the experimental curves.
Due to the high variability of semen activity, each semen
sample must be fitted independently.
The SOH model bear analogies with the isothermal
compressible Euler equations of gas dynamics, written as
follows:
∂tn+∇ · (nV ) = 0, (7)
n [∂tV + (V · ∇)V ] +D∇n = 0, (8)
where n = n(x, t) and V = V (x, t) are the fluid den-
sity and mean velocity respectively and where we have
assumed that the particle mass is equal to 1 for simplic-
ity. Here the pressure is p = Dn and D = kBT is the
temperature T measured in energy units (with kB the
Boltzmann constant). Eqs. (7) and (8) express mass and
momentum conservation respectively. Indeed, using (7),
Eq. (8) can be put in divergence form:
∂t(nV ) +∇ · (nV ⊗ V +Dn Id) = 0, (9)
where V ⊗V is the tensor (ViVj)i,j=1,...2, with Vi the com-
ponents of the vector V , Id is the identity matrix and for
a tensor A = (Aij)i,j=1,...2, we denote by ∇ ·A its diver-
gence, i.e. the vector with components (∇·A)j = ∂xiAij
(using Einstein’s summation rule that the repeated index
i is summed over {1, 2}). There are three independent
unknowns (the scalar quantity n and the two compo-
nents of the velocity vector V ) and three independent
equations ((7) and the two projections of (8) on the co-
ordinate axes). Eq. (MT 1) of SOH model also expresses
mass conservation. Defining the flow velocity in the SOH
model as V = c1Ω, (MT 1) is identical with (7). However,
by contrast to the Euler equations, n and V in the SOH
model only define two independent quantities as |V | = c1
is a given function of n through (MT 4). The only inde-
pendent quantities are n and Ω = V/|V | and (MT 2) is
only an equation for Ω i.e. the part of the velocity which
is independent of n. By analogy with (8), we can iden-
tify the second term of (MT 2) as modelling transport
at the velocity c2Ω and the third term as involving the
pressure gradient D∇n. However, we see two important
differences. The first one is that the transport term of
(MT 2) is different from the one in (MT 1) as c2 6= c1.
This is the signature of loss of Galilean invariance which
occurs in other dry active particle models as pointed out
earlier in [9]. Indeed, due to self propulsion, the parti-
cle system does not obey momentum conservation and
hence, is not Galilean-invariant either. The second dif-
ference is the presence of the projection operator PΩ⊥
multiplying the density gradient in (MT 2). This is be-
cause (MT 2) is an equation only for Ω and not the full
velocity V . Therefore, the fact that |Ω| = 1 must be
preserved by the equation. Indeed, we can show that the
constraint |Ω| = 1 is satisfied as soon as the it is satisfied
initially. This follows easily upon taking the dot product
of (MT 2) by Ω. We have
Ω · [∂tΩ+ c2(Ω · ∇)Ω] = 1
2
[
∂t|Ω|2 + c2(Ω · ∇)|Ω|2
]
,
on the one hand, and because PΩ⊥ is the orthogonal pro-
jection onto the normal to Ω, we have(PΩ⊥∇n) · Ω = 0. (10)
5Therefore, (MT 2) implies
[∂t + c2(Ω · ∇)] |Ω|2 = 0.
It results that |Ω|2(x, t) = |Ω0|2(Xx0 (t)) where Ω0 is
the initial value of Ω and Xx0 (t) is the position at time
0 of a virtual particle located at position x at time t
and following a trajectory given by dXdt = c2Ω(X(t), t)).
By assumption, |Ω0|2(Xx0 (t)) = 1 so we deduce that
|Ω|2(x, t) = 1, which is what we claimed. This reasoning
only applies because the density gradient ∇n is premul-
tiplied by the projection operator PΩ⊥ (see Eq. (10)).
We also remark that (MT 2) cannot be put in diver-
gence form, by contrast with the Euler model (see (9)).
Therefore, (MT 2) does not express a conservation re-
lation, which is consistent with the fact that momenum
is not preserved. Finally, the SOH model includes the
third equation (MT 3) which is not present in the Euler
system. However, as we have just shown, (MT 3) is re-
dundant with (MT 2) except at initial time t = 0. The
relation between the Euler and SOH model can be fur-
ther expanded by noticing that the latter is a formal re-
laxation limit of the former when a large relaxation force
describing self-propulsion is added at the right-hand side.
This modified system is written:
n [∂tV + (V · ∇)V ] +D∇n = − 1
τr
n(|V |2 − c21)V, (11)
together with (7), where τr is a relaxation time and
c1(n) > 0 is the self-propulsion speed averaged over a
fluid element. c1 is assumed dependent on n for the same
reason as in the case of the SOH model (see above). The
right-hand side tends to keep the speed |V | close to c1.
The formal limit τr → 0 of this model is proven in [10]
to be the SOH model with c2 = c1 and the same coeffi-
cient D as in (11). We see that the SOH model appears
naturally when dealing with macroscopic models of self-
propelled particles.
Most macroscopic models of dry active matter in the
literature derive from the seminal work of Toner and Tu
[MT 31] and forthcoming works [11, 12], where a macro-
scopic model of collective behavior was derived on the
sole basis of symmetry requirements. In its simplest
form, the Toner and Tu (TT) model is written [MT 31]:
∂tV + (V · ∇)V = αV − β|V |2V −∇P
+DL∇(∇ · V ) +D1∆V +D2(V · ∇)2V + f, (12)
together with (7), with α < 0 and β, DL, D1 and D2 all
positive and f is a Gaussian random noise. Apart from
the absence of the diffusion terms and of the random
noise (those in the last line of (12)), the relaxed Euler
model (7), (11) is similar to the TT model (set P (n) =
D log n, β = c21/τr, α = −1/τr). Thus, the Ginzburg-
Landau type term αV − β|V |2V of the TT model (12)
is akin to the relaxation term − 1τr n(|V |2 − c21)V of the
Euler-type model (11) and both are mainly responsible
for the emergence of the phase transition between dis-
ordered and aligned states described above. Near the
transition, the other terms of either models are of lower
relevance. For this reason, we can infer that both the
TT and SOH models behave similarly close to this tran-
sition. So, the SOH model can be seen as a variant of the
TT model and to some extent Refs. [MT 27-28] provide
a microscopic framework for the TT model. Additional
diffusion terms like those of the TT model can also be ob-
tained [13, 14]. Here, because we are aiming at a simple
qualitative agreement, they are ignored. Among exten-
sions of the TT model are those taking the fluid into
account. These are known as ”soft matter models” for
which a review can be found in [MT 32]. In these mod-
els, the TT model is coupled with the Stokes equations
for the incompressible fluid. The fluid velocity enters the
TT model through both fluid convection and action of
shear on the orientation of the particles. The macro-
scopic local polar order described by the TT model is
used to build an extra-stress tensor that complements
the pressure in the Stokes model. An example of this
strategy can be found in e.g. [MT 10]. The derivation
of a coupled Stokes-SOH model is in progress. In [MT
33] another derivation of the TT model from microscopic
particle dynamics is proposed. There are significant dif-
ferences compared with [MT 27-28]. The first one is that
[MT 33] replaces the mean-field Vicsek interaction by a
binary interaction modelled by a Boltzmann type opera-
tor. The rationale is that the passage to the macroscopic
scale is easier to handle in that case. Based on numerical
simulations, it is argued that this modification does not
affect the results. Then, a coarse-graining procedure is
applied to the solution of the Boltzmann equation by es-
sentially neglecting high Fourier modes (with respect to
the velocity angle) and closing the hierarchy of macro-
scopic equations at low order modes. A fairly similar
method is used in [MT 11] to derive a macroscopic model
for a population of motile colloidal beads moving under
the action of an electric force. While this procedure is
certainly very sound from a physical point of view, it is
very difficult to convert it into a rigorous mathematical
proof. It turns out that mathematically, the Boltzmann
model of [MT 33] is fairly challenging. For instance, the
mere existence of non-isotropic stable equilibria is only
known when the noise distribution has only a finite num-
ber of non-zero Fourier coefficients [15], or when the noise
is a Dirac delta [16]. The rigorous derivation of a macro-
scopic model associated with this model is still ahead of
us. By contrast, the derivation of the SOH model from
the mean-field Vicsek model is now equipped with a fully
rigorous mathematical proof [17].
To reproduce the experimental geometry, we consider
the SOH model (1-3) in a two-dimensional annular do-
main. We use polar coordinates (r, θ) ∈ (R1, R2)× [0, 2pi)
where r = |x|, θ is the polar angle and R1, R2 are the
inner and outer radii of the annulus. Let (er, eθ) be the
local basis associated to polar coordinates. Then, we
let n = n(r, θ, t) and Ω = Ω(r, θ, t) = cosψ(r, θ, t) er +
sinψ(r, θ, t) eθ, ψ(r, θ, t) being the angle between er and
Ω. In these cylindrical coordinates, the SOH model (1-3)
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∂tn+
1
r
[
∂
∂r
(c1rn cosψ) +
∂
∂θ
(c1n sinψ)
]
= 0,(13)
n
[
∂tψ + c2
(
cosψ
∂ψ
∂r
+
sinψ
r
∂ψ
∂θ
+
sinψ
r
)]
+D
(
cosψ
r
∂n
∂θ
− sinψ∂n
∂r
)
= 0. (14)
The boundary conditions are such that Ω is tangent along
the inner and outer circles, i.e. ψ(R1, θ, t) = ψ(R2, θ, t) =
±pi2 . Here, due to the fact that particle alignment is only
an approximation of the actual sperm-cell interactions,
they are treated as model inputs.
Simple steady states of (13), (14) take the form of a
collective rotation. They are such that n is independent
of θ and ψ = −pi/2 (for simplicity we have chosen a
clockwise rotation). Then, n = n(r) satisfies the simple
ordinary differential equation
n′(r) =
c2(n)n
D r
. (15)
Since the density is a key parameter in the experimental
study, we fix the average density, namely:
〈n〉 =
∫ R2
R1
n(r) r dr∫ R2
R1
r dr
.
To compare with the experimental findings, we compute
the average azimuthal velocity, namely
〈vθ〉 =
∫ R2
R1
c1(n(r)) r dr∫ R2
R1
r dr
.
It is readily seen that there are two cases.
1. At low density, i.e. at low values of 〈n〉, we have
n ≤ nc for all r ∈ (R1, R2). Then, ck(n) = 0, for
k = 1, 2. It results that 〈vθ〉 = 0, i.e. there is no
net collective rotation of the sperm cells.
2. At larger densities, i.e. at larger values of 〈n〉, we
can integrate the differential equation (15) and get
(n− nc)nc+n0 = αnn0r
ncc¯2
D , (16)
where the constant α is determined from the pre-
scribed value of 〈n〉. Solving (16) for n as a function
of r with Newton’s method, we can compute 〈vθ〉.
The threshold value for 〈n〉 separating these two types of
behavior is precisely 〈n〉 = nc. The parameters c¯k and
D have physical dimension of a velocity and are mea-
sured in units of the individual sperm-cell velocity V0.
The latter is provided by the experiments: V0 = 196µ
m/s for the data colored in red and V0 = 237µ m/s for
those in blue on Fig. 2C. In the numerical simulations,
we have taken the values D = 0.1V0 and c¯k = βkV0 with
β1 = 0.9486, β2 = 0.8486, estimated from previous work
[MT 29]. We identify the average density 〈n〉 to the ex-
perimental value of the volume fraction Φ (in percent)
and 〈vθ〉 to the observed V¯θ, i.e.
〈n〉 = Φ
100
and 〈vθ〉 = V¯θ.
From the experimental data shown in Fig. 2C, we deduce
an approximation interval for the values of (nc, n0) and
then fit the data to obtain the best parameters using a
least-square method which we now describe. First, given
(nc, n0), we compute the average density by solving Eq.
(16) for the steady state ns with an arbitrary value of α.
Then we find α corresponding to the volume fraction Φ in
each data sample, compute 〈vθ〉 and compare it with the
experimental value V¯θ. The fitting parameters (nc, n0)
minimize the sum of the squares of the errors at the data
samples which are shown by colored disks on Fig. 2C.
Online movies and animations
Movie S1: Real time video of a sustainable rota-
tion of a pure fresh semen confined in an annular domain
of respectively inner and outer radii Ri= 900µm R0=
1100 µm. The ring depth is 100 µm.
Movie S2: Real time video of a damped oscillation
displayed by a x4 diluted sample. The sample was diluted
in an isotonic buffer. The sample is disposed in the same
ring geometry as on movie S1.
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